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1. Einleitung
Schon lange ist bekannt, dass sich hyaliner Knorpel - anders als die allermeisten Gewebe
im menschlichen Ko¨rper - beim erwachsenen Menschen nur sehr schlecht von erlittenen
La¨sionen erholt. [22, 46] Leider ist diese Feststellung bis heute weiterhin gu¨ltig. [13, 45]
Die sozioo¨konomische Bedeutung dieses Problems wird deutlich, wenn man sich vor Au-
gen ha¨lt, dass kleinere Knorpella¨sionen, egal welcher Genese, in nahezu allen Fa¨llen
fortschreiten. Dies fu¨hrt im Verlauf mehrerer Jahre zu einer Gelenksarthrose. Hierbei
handelt es sich um eine Erkrankung, an der im Jahre 2001 alleine in der Bundesrepublik
Deutschland ca. fu¨nf Millionen Menschen leiden - das entspricht einem Anteil von etwa
sechs Prozent der in Deutschland lebenden Gesamtbevo¨lkerung. Nach Berechnungen des
in Mu¨nchen ansa¨ssigen Zentralinstituts fu¨r Krankenkassen verursachen diese fu¨nf Mil-
lionen Menschen durch ihre Erkrankung bei den Kranken- und Rentenkassen Kosten in
Ho¨he von u¨ber 8,4 Milliarden Euro. Daru¨ber hinaus gibt es Scha¨tzungen, wonach sich
der Anteil der an Arthrose erkrankten Personen in Deutschland, alleine auf Grund des
Anstiegs des Lebensalters, auf 20 Prozent im Jahre 2010 erho¨hen wird. [16]
Aufgrund der hohen Inzidenz der Arthrose ist es wenig verwunderlich, dass sich zahl-
reiche Arbeitsgruppen weltweit mit der Behandlung von Defekten des hyalinen Knor-
pels bescha¨ftigen. Eine Methode zur Behandlung degenerativer Knorpella¨sionen stellt
die Abrasionschondroplastik dar, bei der arthroskopisch der degenerierte Knorpel mit-
tels motorbetriebener Instrumente bis in den Bereich der sogenannten ”Tidemark” -
der Grenze zwischen verkalktem und nicht verkalktem Knorpel -, ohne Ero¨ffnung spon-
gio¨ser Knochenra¨ume abgetragen wird. [25] Ziel dieses Eingriffs ist die Entfernung des
gescha¨digten Knorpelgewebes, um gesundem Knorpel die Mo¨glichkeit zu geben, den De-
fekt auszufu¨llen. Bei einem Teil der Patienten fu¨hrt dieses Verfahren zu einer spu¨rbaren
Verbesserung des klinischen Befundes. Es gibt allerdings auch zahlreiche Beobachtun-
gen, wonach die Degeneration des Knorpels durch die Abrasionschondroplastik sogar
noch versta¨rkt wird. Da es sich um einen sehr aggressiven therapeutischen Ansatz mit
unklaren Erfolgsaussichten handelt, ist die Indikation auf schwerste Scha¨den des Gelenk-
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knorpels beschra¨nkt; es handelt sich hierbei um einen letzten Versuch, einen alloplasti-
schen Gelenkersatz zu vermeiden oder zumindest zu verzo¨gern. [3] Das als ”Spongiali-
sation” bezeichnete Vorgehen geht hier noch einen Schritt weiter. Hierbei wird aus den
gleichen U¨berlegungen heraus neben dem gescha¨digten Knorpel auch die subchondrale
Platte vollsta¨ndig entfernt und die Knochenspongiosa freigelegt. [15] Dieses Verfahren
findet allerdings nur bei Defekten im Bereich des Patellarknorpels Anwendung. Bei der
arthroskopisch durchgefu¨hrten Pridie-Bohrung werden nach Abtragung der oberfla¨chli-
chen Knorpel- und Knochenschichten innerhalb des degenerierten Areals mehrere 2 mm
dicke und ca. 4 cm tiefe Bohrungen im Abstand von jeweils 5 mm angelegt. Durch die-
se ku¨nstliche Verletzung des subchondral gelegenen Knochens soll das Einwachsen von
Fibroblasten und mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark in den Bereich
der Gelenkoberfla¨che gefo¨rdert werden. Durch die herrschenden mechanischen Bedingun-
gen will man eine Differenzierung dieser Stammzellen zu Chondrozyten und damit die
Ausbildung von Knorpelinseln im Bereich der durchgefu¨hrten Bohrungen erreichen. Bei
entsprechender geometrischer Anordnung der Bohrungen soll es zu einer vollsta¨ndigen
Deckung des Defekts kommen. [27] Eine Weiterentwicklung dieses Verfahrens stellt die
”Mikrofrakturierung” dar. Nach Entfernung des degenerierten Knorpels ohne Verletzung
des subchondralen Knochens wird bei diesem Verfahren mittels spezieller Ahlen eine Rei-
he von Defekten in dem freigelegten subchondralen Knochen erzeugt, die senkrecht zur
Gelenkoberfla¨che verlaufen und bis in den Markraum reichen. Das Ergebnis sind meh-
rere, ca. 4 mm voneinander entfernte Lo¨cher im subchondralen Knochen, durch die es
wie bei der Pridie-Bohrung zu einer Einblutung aus dem Markraum und zur Ausbildung
einer Blutansammlung im Bereich des behandelten Defekts kommt. Die postulierten
Vorteile der Mikrofrakturierung liegen in der Vermeidung durch den Bohrer induzierter
thermischer Nekrosen sowie der rauheren Oberfla¨che innerhalb des Defektes, wodurch
es zu einer besseren Anhaftung des entstehenden Gerinnsels kommen soll. [44, 50] Bei
dem osteochondralen autologen Transplantationssystem (OATS) werden mittles spezi-
eller Hohlmeißel freie Transplantate aus gering belasteten Arealen des Kniegelenks ent-
nommen und an anderer Stelle wieder eingesetzt. [1, 49] Diese Methode ist allerdings
nicht bei allen Gelenken anwendbar. Ein weiteres Problem stellt die maximal behandel-
bare Defektgro¨sse dar. Diese Grenze liegt bei circa vier bis fu¨nf Quadratzentimetern.
Bei gro¨ßeren Defekten stellt sich zuna¨chst das Problem einer nur begrenzten Entnah-
memo¨glichkeit der Transplantate. Diese ist auf diejenigen Anteile der Gelenkoberfla¨che
beschra¨nkt, die lediglich geringen Belastungen ausgesetzt sind. Selbst wenn es mo¨glich
sein sollte, eine ausreichende Menge an Transplantaten zu gewinnen, so ist die Veran-
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kerung derselben in der press-fit-Technik in einem entsprechend großen Defekt a¨ußerst
kritisch. [9] Auch das beschriebene Verfahren, ein freies osteochondrales Transplantat aus
einer Femurkondyle zu gewinnen, ist lediglich als ein Reserveverfahren anzusehen. Durch
den Wegfall des posterioren Femurkondylus werden la¨ngere Beugungen des betroffenen
Knies auch ohne Belastung nicht toleriert. [9] Jedoch selbst bei kleineren Defekten kommt
es durch diese Methode im gu¨nstigsten Fall lediglich zu einer Verlagerung des Knorpel-
defektes in ein weniger belastetes Areal des Gelenkes. Insgesamt fu¨hrt dieses Verfahren
bei einer Mehrheit der Patienten jedoch zu einer zeitweiligen signifikanten Verbesserung
der Beschwerden. Ein weiterer Ansatz ist die autologe Chondrozyten-Transplantation
(ACT). Bei diesem Verfahren wird hyaliner Knorpel aus einem nicht oder nur wenig be-
lasteten Areal innerhalb eines Gelenks entnommen, die darin enthaltenen Chondrozyten
in Kultur vermehrt, und die so gewonnenen Zellen anschließend unter einen u¨ber den
Defekt gena¨hten Periostlappen injiziert. Dieses Verfahren wurde erstmals von Brittberg
und Peterson [8] beschrieben. Ein Problem dieser Methode stellt allerdings die Dediffe-
renzierung von Chondrozyten in Kultur hin zu Fibroblasten dar. Daru¨ber hinaus stellt
sich die Frage, ob es u¨berhaupt einen Bereich des Knorpels gibt, an dem Gewebe ohne
Folgen fu¨r die Gelenkfunktion entnommen werden kann. Zusa¨tzlich stellt diese Thera-
pie mit ihrer zweizeitigen Operation mit Entnahme von Periost eine nicht unerhebliche
Belastung fu¨r den Patienten dar. Trotz aller Berichte u¨ber gute Erfolge mit dieser Me-
thode [8], gibt es auch hier Beobachtungen, wonach bei diesem schlecht standardisierten
Verfahren auch lediglich ein faserknorpliges Regenerat entsteht. [21, 48] Dieser Faser-
knorpel kann den Belastungen im Gelenk nicht lange standhalten und degeneriert. Ein
grundsa¨tzliches Problem besteht darin, dass der Defekt im gu¨nstigsten Falle lediglich
aus dem betroffenen, in der Regel lasttragenden, in einen Randbereich der Knorpelober-
fla¨che verlegt wird.
Einen experimentellen Ansatz, die Regeneration von Knorpeldefekten zu fo¨rdern, stellt
die Transplantation von autologem Perichondrium dar. Dieses Perichondrium wird in der
Regel von einer Rippe gewonnen und wa¨hrend der gleichen Operation mittels eines Fi-
brinklebers in dem zuvor debridierten gescha¨digten Knorpelareal fixiert. Obwohl hierfu¨r
bislang keine gesicherten Daten vorliegen, wird einer Fixierung, bei der die so genannte
Kambium-Schicht des Perichondriums der Gelenkoberfla¨che zugewandt ist, eine ho¨here
Potenz zur Bildung eines hylinartigen Ersatzknorpels zugeschrieben. [20] Diese Methode
fu¨hrt bei vielen Patienten zu einer deutlichen Besserung des klinischen Beschwerdebil-
des. Auch existieren histologische und biochemische Untersuchungen, die auf eine gute
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Reparatur des Defektes hinweisen. So fanden sich bei etlichen bioptisch untersuchten
Patienten eine weitgehend normale Histologie und ein guter Gehalt an Kollagen II im
Bereich des Regeneratgewebes. [5] Es fa¨llt aber auch hier wieder die teilweise erhebli-
che Diskrepanz zwischen dem histologischen und dem klinischen Bild auf. So sind auch
bei dieser Methode Fa¨lle beschrieben, die trotz hervorragender klinischer Ergebnisse ein
histologisch schlechtes Regenerat aufwiesen und umgekehrt. Verfolgt man die Patienten
allerdings u¨ber einen la¨ngeren Zeitraum, so gibt es keinen signifikanten Vorteil dieser
Methode gegenu¨ber der oben beschriebenen Pridie-Bohrung, tendenziell sind die Er-
gebnisse der herko¨mmlichen Methode sogar vorteilhafter. [6] Vor dem Hintergrund des
gro¨ßeren operativen Eingriffs - es muss ja zusa¨tzlich zur Arthrotomie noch Rippenpe-
richondrium gewonnen werden - stellen diese Ergebnisse den Sinn der Transplantation
von Perichondrium jedoch in Frage.
Schon fru¨h wurden U¨berlegungen angestellt, worauf die unterschiedlichen Arten von
Bindegewebe zuru¨ck zu fu¨hren sind. So beobachtete Wolff, dass sich die Architektur der
Knochenspongiosa auf A¨nderungen der Belastung des Knochens hin stets in charakte-
ristischer Weise vera¨ndert. Diese Beobachtungen fu¨hrten ihn 1869 zur Formulierung des
”Gesetzes der Transformation der Knochen”. [56] Pauwels nahm diese Theorie auf und
vermutete, dass Zellen zwischen einer Deformation ohne Druckanstieg und einem Druck-
anstieg ohne Deformation unterscheiden und darauf in unterschiedlicher Art und Weise
reagieren ko¨nnten. [38] Spa¨ter entwickelte Pauwels auf dieser Basis die Theorie der ”kau-
salen Histogenese”, die besagt, dass die mechanischen Rahmenbedingungen, die auf eine
mesenchymale Zelle wirken, eine festgelegte Gewebsdifferenzierung zur Folge haben. Die-
se Bedingungen sind schematisch in der Abbildung 1.1 aufgezeigt. Die prinzipielle Rich-
tigkeit dieser Theorie wurde schließlich 1995 von Kummer auch mathematisch besta¨tigt,
indem er nachwies, dass sich durch Anwendung der U¨berlegungen von Pauwels die Kno-
chendichteverteilung bei gegebener Form und Belastung mit hinreichender Genauigkeit
den natu¨rlichen Bedingungen anna¨hern la¨sst. [24] Ebenfalls auf der Theorie von Pauwels
basieren die U¨berlegungen von Carter, wonach intermittierende Scherkra¨fte den Prozess
des Knorpelwachstums, der Reifung und der anschließenden Ossifikation beschleunigen,
wohin gegen intermittierender hydrostatischer Druck diesen Vorgang aufha¨lt oder sogar
ganz verhindert und so zum Erhalt des Knorpels beitra¨gt. Unter Verwendung des von
ihm entwickelten mathematischen Modells gelang es Carter auch, das Ossifikationsver-
halten sowie die Dichteverteilung innerhalb langer Ro¨hrenknochen zu berechnen. [11]
Bereits seit 1937 gibt es Beobachtungen in vivo, wonach es mo¨glich ist, durch repetitive
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Abbildung 1.1.: Schema der ”kausalen Histogenese” von Pauwels. Ausgangspunkt ist das
mesenchymale Bindegewebe (linke untere Ecke). Je nach Verha¨ltnis der
einwirkenden Druck- und Zugkra¨fte wird die Differenzierung der Zellen
in unterschiedliche Richtungen gelenkt. Abbildung entnommen aus [24]
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Druckbelastungen eine Knorpelbildung zu erzielen. So beschrieb Plo¨tz nach der iatro-
genen Luxation von Sehnen beim Kaninchen das Auftreten von ”vesikulo¨sen Zellen” -
heute wu¨rde man von ”chondrocytena¨hnlichen Zellen” sprechen - sowie eine ”Hyalu-
ronisierung der Interzellularsubstanz”, also eine knorpelige Umwandlung, in dem durch
Druck und Scherkraft belasteten Anteil der Sehne. [43] Diese Beobachtungen decken sich
mit neueren Erkenntnissen in Fingerstrecksehnen des Menschen im Bereich der proxima-
len Interphalangealgelenke [30] sowie in den Strecksehnen der Zehen [31]. Hier kommt
es an Stellen, an denen die Sehnen bei Bewegungen rezidivierenden Druckbelastungen
ausgesetzt sind, zur Ausbildung von Sesambeinen, die immunhistologisch als Faserknor-
pel identifiziert wurden.
Da jede der bisher bekannten Methoden zur Behandlung osteochondraler Defekte ent-
weder mit einer beschra¨nkten Erfolgsaussicht oder mit einer lediglichen Verlagerung des
Defektes in einen weniger sto¨renden Bereich einhergeht, und kein Verfahren in der Lage
ist, eine vollsta¨ndige und intakte Knorpeloberfla¨che zu erzeugen, muss sich das Au-
genmerk auf andere Ansa¨tze zur Wiederherstellung des hyalinen Knorpels richten. So
untersuchte Gomar-Sancho die Mo¨glichkeit, tiefer gehende osteochondrale Defekte mit
freien osteochondralen Transplantaten - vergleichbar dem oben beschriebenen OATS -
oder mit Mensikustransplantaten zu versorgen. Bei dem Vergleich der Ergebnisse mit
den Leerlochkontrollen fand sich bei diesen drei bis vier Wochen nach der Operation
eine partielle hyaline Defektauffu¨llung u¨ber einer noch ungeordneten kno¨chernen Er-
satzschicht. Nach la¨ngeren Versuchszeiten fand sich jedoch anstelle des hyalinen Knor-
pels nur noch ein faserknorpeliges Regenerat. Wahrscheinlich war dieser Faserknorpel
jedoch den spa¨ter auftretenden Belastungen nicht gewachsen und wies am Ende des Be-
obachtungszeitraums zwo¨lf Wochen postoperativ tiefe Ulzerationen auf, wie sie fu¨r eine
schwere Arthrose typisch sind. [17] Die Ursache fu¨r diese Degeneration blieb unklar, es
liegt allerdings nahe, dass der neu formierte, jedoch noch unreife Knochen in der Tiefe
des Defektes nicht in der Lage war, den auftretenden Belastungen einen ausreichenden
Widerstand entgegen zu setzen. Dies ko¨nnte dazu gefu¨hrt haben, dass sich der bereits
vorhandene hyaline Knorpel in Faserknorpel umdifferenzierte. Schließlich gelang es Ta¨gil
und Aspenberg mittels in Rattenfemora implantierten einfachen Druckkammern, bei ei-
nem Teil ihrer Versuchstiere die Ausbildung eines knorpligen Gewebes im Bereich dieser
Kammern hervor zu rufen, indem sie u¨ber einen Zeitraum von sieben Wochen ta¨glich
intermittierenden Druck auf das in die Kammer eingewachsene mesenchymale Gewebe
ausu¨bten. [51, 52, 53] Diese Ergebnisse erinnern an eigene Beobachtungen der Arbeits-
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gruppe bei der Explantation aseptisch gelockerter Gelenkprothesen beim Menschen. Hier
konnte in mehreren Fa¨llen im Bereich gelockerter Knieprothesen ein hyalinartiges Knor-
pelgewebe gefunden werden. Mo¨glicherweise kam es durch die u¨ber einen la¨ngeren Zeit-
raum bestehende Instabilita¨t zu intermittierender Druckbelastung auf das umgebende
Gewebe, das sich unter diesen Bedingungen, analog zu den Beobachtungen beim Tier,
in einen hyalinartigen Knorpel umwandelte.
Diese Beobachtungen und theoretische U¨berlegungen waren Anlass fu¨r die Entwick-
lung von resorbierbaren Implantaten und der anschließenden Erprobung im Rahmen
einer Studie am Kaninchenmodell. In dieser Untersuchung wurden bei insgesamt 36
ausgewachsenen Chinchilla Bastardkaninchen im lasttragenden Bereich des Kniegelenks
Defekte mit einem Durchmesser von vier Millimetern und einer Tiefe von sechs Millime-
tern angelegt. In ein Drittel der so erzeugten osteochondralen Defekte wurden speziell
gefertigte Implantate in ”press-fit”-Technik eingebracht. Diese sogenannten ”Bioimplan-
tate” bestanden aus zwei verschiedenen Schichten. Der in der Tiefe des Defektes zu
liegen kommende Anteil bestand aus einer dreidimensionalen Gitterstruktur aus resor-
bierbarem Poly-D,L-Lactid, auf welches ein ebenfalls resorbierbares Vlies aus Polyglac-
tin/Polydioxanon aufgeklebt war. Dieses Vlies befand sich nach der Implantation im
Bereich des Gelenkknorpels. Zur weiteren Untersuchung der Herkunft der chondrogenen
Zellen erhielt ein weiteres Drittel der Tiere ein vergleichbares Implantat, bei welchem
zwischen den beiden Schichten eine zusa¨tzliche Trennschicht aus Knochenzement einge-
bracht war. Das letzte Drittel wurde zur Dokumentation des natu¨rlichen Heilungsver-
laufs leer belassen. Bei der histologischen Untersuchung des erzielten Regeneratgewebes
nach acht und zehn Wochen zeigte sich bei den Bioimplantaten ohne Trennschicht eine
vollsta¨ndige Deckung des Defektes durch Regeneratgewebe mit knorpeligen Inseln. Das
Vorhandensein einer Trennschicht verhinderte die Bildung dieser knorpeligen Inseln, so
dass sich lediglich eine sehr unregelma¨ssige Narbe aus Bindegewebe nachweisen ließ. In
beiden Gruppen kam es jedoch zu einer vollsta¨ndigen Integration der Knochenersatz-
schicht des Implantats in den umliegenden Knochen. Bei den Leerlochkontrollen kam es
ebenfalls lediglich zur Ausbildung eines bindegewebigen Narbenpfropfs, der jedoch auch
die tieferen Bereiche des Loches mit erfasste. [23, 32]
Diese Ergebnisse lassen sich aber nicht ohne weiteres auf den Menschen u¨bertragen.
Zuna¨chst einmal besteht ein großer Unterschied hinsichtlich der Knorpeldicke. Wa¨hrend
beim Menschen als Richtwert fu¨r die großen Gelenke eine Knorpelsta¨rke von drei Milli-
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metern angegeben wird, weist das Kaninchen im untersuchten Kniegelenk lediglich eine
Knorpeldicke von um die 0,3 Millimetern auf. Dies macht eine exakte Niveauanpas-
sung eines eingebrachten Implantates unmo¨glich, so dass es leicht zu einer zu hohen
oder zu niedrigen Druckbelastung im Implantat kommt. Der wesentliche Unterschied
besteht jedoch im Reparaturvermo¨gen chondraler und osteochondraler Defekte. So zeigt
der Kaninchenknorpel ein erstaunliches Regenerationvermo¨gen bei Defekten, jedoch nur
solange die subchondrale Knochenschicht nicht verletzt ist. [34] Der menschliche Gelenk-
knorpel zeigt diese Verhalten jedoch nicht; viele der Therapieversuche basieren auf einer
Verletzung des subchondral gelegenen Knochens und der damit verbundenen Ero¨ffnung
des Markraumes. Das Kaninchenmodell scheint also nicht optimal geeignet, will man ei-
ne fundierte Aussage zur Wirksamkeit einer Technik beim Menschen treffen. Gleichwohl
ist es gut geeignet, will man grundsa¨tzliche Aussagen beispielsweise zur Funktionsweise
einer Methode treffen.
Nach dem Nachweis der prinzipiellen Funktionsfa¨higkeit des beim Kaninchen verwen-
deten Implantates wurde fu¨r weitere Untersuchungen ein anderes Versuchstier gewa¨hlt.
Hier bietet sich das Schaf als besser auf den Menschen u¨bertragbares Tiermodell an. Der
Knorpel des Schafes a¨hnelt dem des Menschen insbesondere im Hinblick auf Regeneration
und Wachstum, wa¨hrend die Dicke im hier untersuchten Kniegelenk mit durchschnittlich
lediglich einem Millimeter unter derjenigen des Menschen liegt. Bei dieser Knorpeldicke
ist jedoch bereits eine niveaugenaue Einpassung des Implantates mo¨glich.
In dieser Dissertation soll untersucht werden, ob durch die Verwendung solcher Bioim-
plantate eine Verbesserung der Regeneration osteochondraler Defekte beim Schaf erzielt
werden kann. Hierzu sollen die gewonnenen Gewebeproben nach einem semiquantitati-
ven Score ausgewertet werden, sowie die prozentuale Deckung des Defektes durch neu
gebildetes Knorpelgewebe bestimmt werden.
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2. Material und Methoden
2.1. Bioimplantate
Verwendung fanden resorbierbare, aus zwei verschiedenen Schichten aufgebaute Bioim-
plantate. Die hierfu¨r verwendeten Substanzen sind alle fu¨r den Einsatz beim Menschen
zugelassen. Fu¨r den spa¨ter im Knochen zu liegen kommenden Anteil der Implantate wur-
de mittels des sogenannten ”Multiphase-jet-solidification-Verfahren” durch die Fraunho-
fergesellschaft in Stuttgart, Deutschland, ein offenporiges Konstrukt aus Poly-D,L-Lactid
(RESOMER LR708, Fa. Boehringer Ingelheim, Deutschland) hergestellt, um ein Einwan-
dern mesenchymaler Stammzellen aus dem Knochenmark zu ermo¨glichen. Bei diesem
Verfahren werden du¨nne Sta¨be eines Materials schichtweise auf einander aufgetragen,
wodurch die Herstellung auch komplexer dreidimensionaler Strukturen mo¨glich wird.
Durch A¨nderungen der Dicke und der ra¨umlichen Anordnung der aufgetragenen Sta¨be
lassen sich weiterhin die physikalischen Eigenschaften des entstehenden Konstrukts be-
einflussen. Eine zusa¨tzliche Beschichtung des Materials mit anderen Substanzen ist eben-
falls mo¨glich, wurde hier jedoch nicht durchgefu¨hrt. Bei Poly-D,L-Lactid handelt es sich
um ein hydrolytisch spaltbares Kohlenwasserstoff-Polymer, das in vivo u¨ber einen Zeit-
raum von 40 bis 50 Wochen vollsta¨ndig resorbiert wird. Als Knorpelersatzschicht wurde
ein handelsu¨bliches, 0,3 Millimeter dickes Vlies aus Polyglactin/Polydioxanon (Ethisorb
201, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verwendet. Dieses Vlies wird in vivo im
Laufe von ca. zehn Wochen vollsta¨ndig hydrolytisch gespalten.
Aus dem in Wu¨rfelform gelieferten Rohmaterial der Knochenersatzschicht wurde mit-
tels einer Fra¨se ein zehn Millimeter hoher Zylinder mit einem Durchmesser von acht
Millimetern herausgearbeitet. Die spa¨ter der Gelenkoberfla¨che zugewandte Seite wurde
mittels spanender Verfahren gleichma¨ßig abgerundet, um eine physiologische Gelenk-
konfiguration zu erreichen. Im Anschluss an die Konstruktion der Knochenersatzschicht
wurde das Polyglactin/Polydioxanon-Vlies als Knorpelersatzschicht auf die abgerunde-
te Seite aufgeklebt. Der Klebstoff bestand aus Poly-(L-co-D,L-Lactid)-Granulat (RE-
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SOMER LR708, Fa. Boehringer Ingelheim, Deutschland), welches im Verha¨ltnis von
1:50 in hochreinem Aceton aufgelo¨st wurde. Dieser Klebstoff wurde du¨nn auf die ober-
fla¨chlich gelegenen Poly-D,L-Lactid-Sta¨be aufgestrichen und das Vlies aufgelegt. Nach
dem vollsta¨ndigen Ausdampfen des Acetons bestand eine feste Verbindung des aufgeleg-
ten Vlieses mit der darunter liegenden Gitterkonstruktion. Das u¨berstehende Vlies wurde
abgetrennt und die fertiggestellten Bioimplantate (Abbildung 2.1) einzeln verpackt der
Plasmasterilisation zugefu¨hrt.
2.2. Operation
Das im folgenden beschriebene Vorgehen wurde vor Beginn des Versuches unter der Num-
mer 211-2531-15/97/99 von der Tierversuchskommission der Regierung von Oberbayern
genehmigt. Operiert wurden sechs ausgewachsene, weibliche Merino-Schafe mit einem
Mindestalter von einem Jahr. Pra¨operativ wurden die Tiere 36 Stunden nu¨chtern, aber
mit Wasser ad libitum gehalten. Die Tiere wurden mit 2 ml Diazepam (Diazepam Desi-
tin Injektionslo¨sung 10 mg, Desitin Arzneimittel, Hamburg, Deutschland) pra¨mediziert.
Die eigentliche Narkose wurde 20 Minuten spa¨ter mit Ketaminhydrochlorid (Ketavet, Fa.
Pharmacia & Upjohn GmbH, Erlangen, Deutschland) in der Dosierung 8 mg/kg Ko¨rper-
gewicht sowie Propofol (Disoprivan 2%, Fa. AstraZeneca GmbH, Wedel, Deutschland)
jeweils intraveno¨s verabreicht, eingeleitet. Die Dosis des Ketaminhydrochlorids wurde
bis zum Erreichen einer Intubationstoleranz erho¨ht. Sobald dieser Zustand ereicht war,
wurden die Tiere intubiert und bekamen eine Pansensonde gelegt. Zur Fortfu¨hrung der
Narkose erhielten die Tiere eine assistierte Beatmung mit einem Gemisch aus Lachgas
(N2O) und Sauerstoff (O2) im Verha¨ltnis 2:1 sowie Enflourane (Ethrane, Fa. Abbot
GmbH, Wiesbaden, Deutschland) und eine weitere Gabe von Propofol mittels Perfusor
zur feineren Kontrolle der Narkosetiefe. Vor der Operation wurden die narkotisierten
Tiere auf der rechten Seite mit abduziertem linken Hinterbein gelagert. Das linke Bein
wurde rasiert, entfettet und anschließend von einem steril gekleideten Operateur mit
einem Lochtuch abgedeckt. Der operative Zugang erfolgte durch eine Inzision u¨ber dem
medialseitigen Kniegelenk mit anschließender Verdra¨ngung der Patella nach lateral zur
Darstellung des medialen Femurkondylus. In Beugestellung des Kniegelenks wurden zwei
Lo¨cher von acht Millimetern Durchmesser und zehn Millimetern Tiefe gebohrt, die nach
sorgfa¨ltiger Spu¨lung jeweils entweder mit den oben beschriebenen Implantaten versorgt
oder als Kontrollen unversorgt belassen wurden. Anschließend wurden Gelenkkapsel und
Haut mit 2-0 Vicryl-Faden (Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Nach
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Abbildung 2.1.: Verwendetes Bioimplantat vor der Implantation. Die Skala am rechten
Bildrand tra¨gt eine Unterteilung in Millimetern. Im oberen Bereich des
Implantats erkennt man das Vliessmaterial (Pfeil) der spa¨teren Knor-
pelersatzschicht, im unteren Bildanteil die Gitterstruktur der Knochen-
ersatzschicht (*).
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Beendigung der Hautnaht wurde ein Spru¨hverband aus Methacrylsa¨ureethoxiethyles-
ter und Thiram (Nobecutan Spray, Fa. Astra GmbH, Wedel, Deutschland) sowie ein
herko¨mmlicher steriler Pflasterverband aufgebracht. Die Zufuhr von Propofol und En-
flouran endete ca. 5-10 Minuten vor Ende der Operation, die Lachgaszufuhr kurz vor dem
Hautverschluß. Im Anschluß daran erfolgte eine ca. 10-minu¨tige Beatmung mit 100%-
igem Sauerstoff, an die sich eine weitere Beatmung mit Raumluft bis zum Beginn der
Spontanatmung anschloß. Mit dem Erwachen des Tieres wurde der Endotrachealtubus
entfernt und das Tier zur weiteren Erholung fu¨r ca. zwei Stunden in einen Einzelstall
gebracht. Nach Ende dieser Erholungzeit wurde das Tier in den Gemeinschaftsstall ent-
lassen.
Zur Infektionsprophylaxe erhielten die Tiere intraoperativ 2,12 g Amoxicillin-Natrium -
entsprechend 2 g Amoxicillin - und 238,25 mg Clavulansa¨ure (Augmentan i.v. 2,2g, Fa.
SmithKline Beecham Pharma GmbH, Mu¨nchen, Deutschland) als Kurzinfusion intra-
veno¨s. Ab einer Operationsdauer von 45 Minuten erhielten die Tiere eine nochmalige
Antibiotikagabe.
Die postoperative Analgesie erfolgte mit 0,324 mg Buprenorphinhydrochlorid (Tem-
gesic, Fa. Essex Pharma GmbH, Mu¨nchen, Deutschland) i.m. - entsprechend 0,3 mg
Buprenorphin - drei mal pro Tag bis zum Abend des zweiten postoperativen Tages,
sowie einer Initialgabe von 0,324 mg Buprenorphinhydrochlorid unmittelbar postopera-
tiv. In dieser Zeit wurden die Tiere gemeinsam in einem Gehege zuna¨chst bei Wasser
ad libitum und ab dem ersten postoperativen Tag bei Wasser und fester Nahrung ad
libitum gehalten. Wa¨hrend dieser Zeit wurde besonders auf die Belastung des operier-
ten Beines beim Stehen und Laufen sowie auf Schmerzzeichen wie Za¨hneknirschen bei
den Tieren geachtet. Beim Auftreten von Schmerzzeichen wurde die Schmerzmitteldosis
erho¨ht. Nach Ablauf dieser postoperativen Beobachtungsphase wurden die Tiere in ein
Freigehege verlegt.
2.3. In vivo Fluoreszenzmarkierung
Um das Wachstum des kno¨chernen Anteils des Regenerates im zeitlichen Ablauf beur-
teilen zu ko¨nnen, wurde am fu¨nften sowie am 35. postoperativen Tag jeweils 25 ml -
entsprechend etwa 50 mg pro kg Ko¨rpergewicht - Oxytetracyclin und am zwanzigsten
postoperativen Tag 25 ml - entsprechend etwa 25 mg pro kg Ko¨rpergewicht - einer 5%-
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igen Calceinlo¨sung (Fa. WALDECK GmbH & Co Division Chroma, Mu¨nster, Deutsch-
land) verabreicht. [29, 2, 47] Beide Substanzen lagern sich an Calcium an, das neu in
den Knochen eingebaut wird. Unter dem Floureszenzmikroskop lassen sich so die Um-
bauprozesse innerhalb des Knochens anhand der Anordnung der Fluoreszenz in ihrem
zeitlichen Ablauf verfolgen.
2.4. Gewinnung der Pra¨parate und Entkalkung
Zur Gewinnung der Pra¨parate wurden die Schafe zwo¨lf Wochen nach der Operation
durch Injektion von 20ml Pentobarbital (Narcoren, Fa. Merial GmbH, Hallbergmoos,
Deutschland) sowie 20ml einmolare KCl-Lo¨sung (1M Kaliumchlorid-Lo¨sung Pfimmer,
Fa. Baxter Deutschland GmbH, Unterschleißheim, Deutschland) nach erfolgter Narkose
geto¨tet. Nach Eintreten des Herzstillstands wurde das operierte Knie freigelegt und die
femur- sowie die tibiaseitigen Gelenkfla¨chen abgesetzt. Die Defektstellen wurden mittels
elektrischer Bandsa¨ge aus den explantierten Gelenken herausgetrennt.
Zur Entkalkung der so gewonnenen Blo¨cke wurde eine 5%-ige Lo¨sung aus in Aqua
destillata gelo¨stem Ethylendiamin-Tetraacetat (Titriplex III, Fa. MERCK-Schuchardt,
Hohenbrunn, Deutschland) verwendet. Diese Lo¨sung wurde u¨ber einen Zeitraum von
ca. vier Wochen regelma¨ßig alle zwei bis drei Tage gewechselt; die Pra¨parate wurden in
dieser Zeit in einem Ku¨hlschrank gelagert. Nach Abschluss der Entkalkung wurden die
Pra¨parate fu¨r 24 Stunden in 5%-ige Saccharose-Lo¨sung u¨berfu¨hrt, um einen Zellschutz
fu¨r die folgende weitere Bearbeitung mit einem Microm HM 500 OM-Kryomikrotom
zu erhalten. Mit diesem Mikrotom wurden 14 µm dicke, in der Frontalebene gelegene
Schnitte angefertigt.
Da die auf diesem Wege gewonnenen Pra¨parate teils deutliche Schnittartefakte auf-
weisen, die eine Beurteilung der subchondralen Anteile des Defektes unmo¨glich machten,
wurden Anteile der gesetzten Defekte zuna¨chst mit Aceton entfettet sowie mit 100%-
igem Methanol entwa¨ssert. Anschließend wurden die Pra¨parate in Methylmetacrylat
(MMA; Fa. MERCK-Schuchardt, Hohenbrunn, Deutschland) eingebettet. Die Polyme-
risation wurde durch Zugabe von Nonylphenyl-polyethylenglycol-acetat (Fa. Fluka Che-
mie AG, Buchs, CH) sowie getrocknetes Benzoylperoxid (Fa. MERCK-Schuchardt, Ho-
henbrunn, Deutschland) eingeleitet. Die so behandelten Pra¨parate wurden bis zum Ab-
schluss der Polymerisation bei einer Temperatur von 37 in einem Wa¨rmeschrank gela-
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gert. Nach abgeschlossener Ausha¨rtung des Einbettungsmediums wurden mit einer Lei-
ca 1200 Innenloch-Sa¨ge (Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim, Deutschland)
Schnitte mit einer Sta¨rke von 100 µm angefertigt, die ebenfalls histologisch aufbereitet
wurden.
2.5. Histologische Aufarbeitung
Die gewonnenen Gefrierschnitte wurden verschiedenen histologischen Verfahren zuge-
fu¨hrt. Von jedem Pra¨parat wurde an einem Objekttra¨ger einer U¨bersichtsfa¨rbung mit
Ha¨matoxylin und Eosin durchgefu¨hrt. Ein weiterer Teil der Objekttra¨ger wurde mit
Safranin-O angefa¨rbt. Safranin-O bindet an saure Glykosaminoglykane (GAG), wie sie
in der Matrix von hyalinem Knorpel zu finden sind. Die Fa¨rbeintensita¨t ist in einem
gewissen Bereich proportional zur Konzentration der sauren GAG; die Fa¨rbung erlaubt
daher Ru¨ckschlu¨sse auf die Menge der GAG in der Knorpelmatrix. Zusa¨tzlich wurde eine
Gegenfa¨rbung mit Echtgru¨n und Weigertschem Eisenha¨matoxylin durchgefu¨hrt. Weitere
Objekttra¨ger wurden mit Toluidinblau gefa¨rbt. Toluidinblau bindet ebenfalls an saure
GAG, es kommt jedoch ab einer gewissen Konzentration zur Ausbildung einer metachro-
matischen Farbreaktion, die als rotviolette Fa¨rbung sichtbar wird.
Weiterhin wurden immunhistochemische Markierungen fu¨r Kollagen I, Kollagen II
und Aggrecan durchgefu¨hrt. Kollagen I findet sich vor allem in Faserknorpel, Sehnen
und Bindegewebe. In gesunden hyalinen Knorpel la¨sst sich Kollagen I nicht nachwei-
sen. Kollagen II ist ein typisches Kollagen des Knorpels. Bei Aggrecan (einem großen
Proteoglycan) handelt es sich ebenfalls um einen typischen Bestandteil der Knorpelma-
trix. Es kann allerdings sowohl an Kollagen I als auch an Kollagen II binden und ist
daher auch in Faserknorpel anzutreffen. Die genauen Bezeichnungen der zur Markierung
verwendeten Antiko¨rper sowie der enzymatische Vorbehandlung der Kryoschnitte fin-
det sich in Tabelle 2.1. Die Antiko¨rperbindung wurde mit dem Vectastain ABC ’Elite’
Avidin/Biotin/Peroxidase-Kit (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) nachgewie-
sen, als Substrat fu¨r die Fa¨rbereaktion wurde DAB verwendet. An die erfolgte Nach-
weisreaktion schloss sich noch eine Gegenfa¨rbung mit Mayerschem Ha¨matoxylin an.
Die in MMA eingebetteten Pra¨parate wurden zuna¨chst nativ unter einem Fluores-
zenzmikroskop (Zeiss Axiophot, Fa. Carl Zeiss, Go¨ttingen, Deutschland) untersucht; die
Anregung erfolgte bei 450 nm – 490 nm (Filter Nr. 9, Fa. Carl Zeiss, Go¨ttingen, Deutsch-
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erkanntes Antigen Antiko¨rper Vorbehandlunga Literaturquelle
Kollagen I ColI Hyalb (1,5 IU/ml) und
ChABCc (0,25 IU/ml)
Kollagen II CIICI Hyal (1,5 IU/ml) und
ChABC (0,25 IU/ml) Holmdahl et al. [19]
Aggrecan 1C6 Hyal (1,5 IU/ml) und
ChABC (0,25 IU/ml)
nach Reduzierung
und Alkylierung Calabro et al. [10]
aEnzymatische Andauung fu¨r 30 Minuten bei 37
bHyaluronidase
cChondroitinase ABC
Tabelle 2.1.: Zur Immunhistologie verwendete Antiko¨rper
Art des vorherrschenden Gewebes Punkte
Zellmorphologie
hyaliner Gelenkknorpel 4
unvollsta¨ndig differenziertes Mesenchym 2
Bindegewebe oder Knochen 0
Anfa¨rbbarkeit der Matrix mit Safranin-O
normal oder fast normal 3
mittel 2
schwach 1
keine 0
Tabelle 2.2.: Bewertung des vorherrschenden Gewebes nach O’Driscoll
land). Anschließend wurden die Schnitte noch einer Fa¨rbung nach Ladewig unterzogen,
die eine gute Beurteilung von Knochen, Knorpel und Bindegewebe ermo¨glicht.
2.6. Auswertung
Zur Beurteilung der Gu¨te des erhaltenen Regenerats fand das Auswertungsschema nach
O’Driscoll [36] Verwendung, das in den Tabellen 2.2 bis 2.5, in die deutsche Sprache
u¨bertragen, dargestellt ist.
Die Kriterien des von O’Driscoll vorgeschlagenen Auswertungsschemas lassen sich in
vier Gruppen einteilen. Eine solche Gruppe stellt die Beurteilung des Regeneratgewebes
nach seiner Zellmorphologie und der Anfa¨rbbarkeit der Gewebematrix mit Safranin-O
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strukturelle Charakteristika Punkte
Gleichma¨ßigkeit der Oberfla¨che
glatt und intakt 3
oberfla¨chliche horizontale Schichtung 2
Risse – 25 bis 100 Prozent der Dicke 1
schwere Sto¨rung, einschließlich Fibrillation 0
strukturelle Integrita¨t
normal 2
leichte Sto¨rungen, einschließlich Zysten 1
schwere Zersto¨rungen 0
Dicke
100 Prozent des angrenzenden normalen Knorpels 2
50 – 100 Prozent des normalen Knorpels 1
0 – 50 Prozent des normalen Knorpels 0
Verbindung mit angrenzendem Knorpel
an beiden Enden des Implantats verbunden 2
an einem Ende oder an beiden Enden teilweise verbunden 1
nicht verbunden 0
Tabelle 2.3.: Bewertung der strukturellen Charkteristika nach O’Driscoll
Freiheit von zellula¨ren Degenerationszeichen Punkte
Zellularita¨t
normale Zellzahl 3
leichte Hypozellularita¨t 2
mittelschwere Hypozellularita¨t 1
schwere Hypozellularita¨t oder Hyperzellularita¨t 0
Bildung von Chondrozytenclustern
keine Cluster 2
<25 Prozent der Zellen 1
25 – 100 Prozent der Zellen 0
Tabelle 2.4.: Bewertung von Degenerationsszeichen nach O’Driscoll
Freiheit des angrenzenden Knorpels von degenerativen Erscheinungen Punkte
normale Zellzahl, keine Cluster, normale Anfa¨rbbarkeit 3
normale Zellzahl, leichte Clusterbildung, mittlere Anfa¨rbbarkeit 2
leichte oder mittelschwere Hypozellularita¨t, schwache Anfa¨rbbarkeit 1
schwere Hypozellularita¨t, schlechte oder keine Anfa¨rbbarkeit 0
Tabelle 2.5.: Bewertung des angrenzenden Knorpels nach O’Driscoll
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dar, die Punktezuordnung zu den einzelnen Beobachtungen ist in Tabelle 2.2 dargestellt.
In einem weiteren Schritt werden strukturelle Eigenschaften des Regenerates bewertet.
Wie Tabelle 2.3 zeigt, wird zuna¨chst die Oberfla¨chenbeschaffenheit begutachtet. Die
Mo¨glichkeiten reichen hierbei von einer glatten und somit gu¨nstigen Oberfla¨che u¨ber Ris-
se, die sich durch das gesamte Regenerat ziehen ko¨nnen, bis hin zu schwersten Sto¨rungen
der Oberfla¨chenstruktur, die die Funktion als ada¨quater Oberfla¨chenersatz nicht mehr
gewa¨hrleisten. Einen weiteren Punkt stellt die Integrita¨t des Gesamtregenerates dar. Die
mo¨gliche Skala reicht hier von einer unauffa¨lligen Struktur des neugebildeten Gewebes
u¨ber leichtere Sto¨rungen, worunter hier auch die Bildung von Zysten fa¨llt, bis hin zu
schwersten Zersto¨rungen des Gefu¨ges. Ebenfalls beurteilt wird die Dicke des erzielten
Regenerates. Im Idealfall wird hier eine Deckung genau im Niveau erwartet, eine Sta¨rke
unter 50% des physiologischen Knorpels wird bereits als nicht mehr ada¨quat angesehen
und mit der schlechtest mo¨glichen Punktzahl gewertet. Zuletzt wird in dieser Gruppe
noch die Verbindung des neu entstandenen Gewebes mit dem umliegenden Knorpel be-
urteilt. Eine weitere Gruppe der Beurteilung stellt die Freiheit des Regeneratgewebes
von Degenerationszeichen dar. Das erste Kriterium stellt die Chondrozytenzahl im Ver-
gleich zur Anzahl in ungescha¨digtem Gelenkknorpel dar. Wie in Tabelle 2.4 zu sehen
ist, wird hierbei zwischen vier verschiedenen Merkmalsauspra¨gungen unterschieden. Das
Optimum ist auch wieder der physiologische Zustand, hier also eine normale Zellzahl.
Im ungu¨nstigsten Fall zeigt das Regenerat eine, im Vergleich zu dem gesunden hyalinen
Knorpel, stark reduzierte Zellzahl. Die in etlichen Regeneraten nachgewiesene Erho¨hung
der Zellmenge wurde in Abweichung zum unvera¨nderten Score nach O’Driscoll ebenfalls
dieser Gruppe zugeordnet. Ein anderes Zeichen fu¨r eine Degeneration des Knorpelgewe-
bes stellt die Bildung von haufenartigen Ansammlungen von Chondrozyten, sogenannten
Chondrozytenclustern, dar. Das Schema von O’Driscoll unterscheidet hier je nach der
prozentualen Menge der in Clustern zusammen liegenden Knorpelzellen zwischen drei
verschiedenen Gruppen, wobei fu¨r die Einstufung in die ungu¨nstigste Gruppe bereits eine
Zahl von 25% der vorhandenen Chondrozyten ausreichend ist. Falls sich in einem Regen-
rat keine Knorpelzellen nachweisen ließen, wurde hier ebenfalls die schlechtestmo¨gliche
Einstufung gewa¨hlt. Zuletzt geht in das Auswertungsschema noch eine Degeneration
des angrenzenden Knorpelgewebes mit ein. Wie Tabelle 2.5 zeigt, sind hier mehrere
Kriterien, die im eigentlichen Regenerat gesondert beurteilt werden, zu einer Einstu-
fung zusammengefasst worden. Fu¨r jede dieser Gruppen werden Punkte vergeben. Fu¨r
eine endgu¨ltige Einscha¨tzung werden die erzielten Punktwerte in den einzelnen Beur-
teilungskriterien addiert, so dass sich ein mo¨gliches Punktespektrum von 24 im Falle
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zusa¨tzliche Kriterien Punkte
Anwesenheit von Kollagen I
kein Nachweis von Kollagen I 2
Kollagen I in Teilen des Regenerats 1
Kollagen I im ganzen Regenerat oder kno¨cherne Oberfla¨che 0
Anwesenheit von Kollagen II
Kollagen II im ganzen Regenerat 2
Kollagen II in Teilen des Regenerats 1
kein Nachweis von Kollagen II oder kno¨cherne Oberfla¨che 0
Anwesenheit von Aggrecan
Aggrecan im ganzen Regenerat 2
Aggrecan in Teilen des Regenerats 1
kein Nachweis von Aggrecan oder kno¨cherne Oberfla¨che 0
Blutgefa¨ße im Regenerat
keine Gefa¨ße sichtbar 2
Gefa¨ße ohne Kontakt zur Gelenkoberfla¨che 1
Gefa¨ße mit Kontakt zur Gelenkoberfla¨che 0
Metachromasie bei Toluidin-blau
vorhanden 2
nicht u¨berall vorhanden 1
nicht vorhanden 0
Tabelle 2.6.: Erweiterung fu¨r Score nach O’Driscoll
eines perfekten Regenerates bis 0 bei einer fehlgeschlagenen Reperatur mit schwerster
Scha¨digung der angrenzenden Knorpelanteile ergibt.
Da weder der Score nach Pineda [40] noch derjenige nach Wakitani [54] noch der origi-
nale Score nach O’Driscoll immunhistologische Ergebnisse in die Gesamtbeurteilung mit
einschließen, wurde das Auswerteschema nach O’Driscoll durch entsprechende Kriterien
erga¨nzt. Weitere Erweiterungen bestanden in der Beurteilung der Metachromasie des
Regeneratgewebes bei der Fa¨rbung mit Toluidinblau und der Suche nach Gefa¨ßen im
Regenerat. Die vollsta¨ndige Erweiterung ist in Tabelle 2.6 dargestellt. Die verwendeten
Immunmarkierungen fu¨r Kollagen I, Kollagen II sowie Aggrecan geben eine detaillier-
tere Auskunft u¨ber die Art des gebildeten Regenerats, als dies mit den konventionellen
Fa¨rbemethoden mo¨glich ist. Insbesondere erlauben sie eine Differenzierung zwischen
hyalinartigem und faserknorpelartigem Gewebe, die nicht nur auf strukturellen Kriteri-
en basiert.
Zur Beurteilung des Regeneratgewebes wurde die Mitte des ehemaligen Defektes auf-
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gesucht und das dort gelegene Gewebe bewertet. Knorpelgewebe am Boden eines tiefen
und mit faserreichem Material aufgefu¨llten Defektes wurde nicht als gu¨nstig gewertet. In
solchen Fa¨llen wurde das oberfla¨chliche und gelenknahe Ersatzgewebe beurteilt. Im Fal-
le einer Gewebsinhomogenita¨t des Regeneratgewebes wurde der im Sinne des Schemas
jeweils ungu¨nstigste Punktwert zugewiesen, wobei ebenfalls nur das gelenkfla¨chennahe
Gewebe bewertet wurde. Bei der Beurteilung der Anbindung des Regenerats an den
umliegenden urspru¨nglichen Knorpel wurde nur eine knorpelige Anheftung als gu¨nstig
bewertet. Eine rein bindegewebige Anbindung wurde nicht als Anheftung im Sinne des
Scores gewu¨rdigt. Die Bildung von Chondrocytenclustern im Regeneratknorpel sowie in
den defektnahen Anteilen des urspru¨nglich vorhandenen Knorpels galt als pathologische,
degenerative Vera¨nderung des Gewebes. Als solche ging sie in die Bewertung ein. Nach ei-
ner ersten Auswertung anhand oben angegebener Richtlinien erhielten zwei weitere, mit
histologischen Fragestellungen vertraute, Auswerter die Pra¨parate verblindet zur un-
abha¨ngigen Bewertung. Durch die strikte Anwendung des geschilderten Scores sowie der
Beurteilung durch mehrere verblindete Untersucher wurde versucht, die Ergebnisse zu
objektivieren und dadurch auch fu¨r andere Arbeitsgruppen nachvollziehbar zu gestalten.
Zusa¨tzlich wurde die prozentuale Deckung der Defekte mit Knorpel untersucht. Hier-
zu wurde zuna¨chst eine digitale Aufnahme des gesamten Defektes erstellt. Anschlie-
ßend wurde mittels eines geeigneten Programmes (KS400, Fa. Carl Zeiss, Go¨ttingen,
Deutschland) die erkennbare Gesamtbreite des Defektes sowie die Breite der Deckung
mit Knorpelgewebe an beiden Enden bestimmt. Aus diesen Werten wurde daraufhin die
prozentuale Deckung berechnet.
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3. Ergebnisse
Im Rahmen der Versuche ergaben sich keine postoperativen Wundinfektionen bei den
Versuchstieren. Bei einem Tier wurden nach wa¨ssrigen Diarrho¨en in einer Stuhluntersu-
chung Coccygien gefunden; das betroffene Tier sowie die anderen zum gleichen Zeitpunkt
operierten Tiere wurden daraufhin mit Oxytetrazyklin behandelt. In diesen Fa¨llen ent-
fiel die im Protokoll vorgesehene Gabe von Oxytetrazyklin am fu¨nften postoperativen
Tag, da die betroffenen Tiere wegen der Infektion vom dritten bis zum sechsten Tag je-
weils 50 mg Oxytetrazyklin pro kg Ko¨rpergewicht erhielten. Die weiteren vorgesehenen
Applikationen von 25 mg Calcein pro kg Ko¨rpergewicht am zwanzigsten postoperativen
Tag und 50 mg Oxytetrazyklin pro kg Ko¨rpergewicht am 35. postoperativen Tag wurden
wie vorgesehen durchgefu¨hrt.
3.1. Histologische Auswertung
3.1.1. Fa¨rbung mit Ha¨matoxylin und Eosin
In der Fa¨rbung mit Ha¨matoxylin und Eosin (HE) zeigten die unversorgten Defekte
schwere Scha¨den. Die in jedem Fall noch deutlich erkennbaren Defekte enthielten meist
ein zell- und faserreiches Narbengewebe, welches teils unter dem Niveau der urspru¨ng-
lichen Gelenkfla¨che zuru¨ckblieb, in einzelnen Fa¨llen jedoch auch u¨ber die urspru¨ngliche
Gelenkskontur hinausragte. Wie Abbildung 3.1 zeigt, war die Oberfla¨che des neugebilde-
ten Gewebes wellig, das Regenerat selbst bestand aus einem lockeren und inhomogenen
Bindegewebe. Es waren weder knorpelige Areale noch einzelne Knorpelzellen zu erken-
nen. U¨ber den mit einem Bioimplantat versorgten osteochondralen Defekten kam es in
allen Fa¨llen zur Ausbildung eines knorpelartigen Ersatzgewebes, auch wenn in keinem
Fall eine vollsta¨ndige Deckung mit neugebildetem Knorpel beobachtet werden konnte.
In den knorpelig gedeckten Bereichen fand sich durchweg eine glatte Oberfla¨che. Abbil-
dung 3.2 zeigt exemplarisch eine weitgehende Deckung des gesetzten Defektes mit einem
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Abbildung 3.1.: Aufnahmen der Femurkondyle einer Leerlochkontrolle bei Fa¨rbung mit
Ha¨matoxylin und Eosin. Der Defekt ist mit einem ma¨ßig zellreichen
lockeren Bindegewebe ausgefu¨llt. Die Gelenkoberfla¨che ist unregelma¨ßig.
Referenzstrecke 180 µm.
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Abbildung 3.2.: Aufnahme eines mit Bioimplantat versorgten Defektes bei Fa¨rbung mit
Ha¨matoxylin und Eosin. Der Defekt ist mit einem zellreichen Neo-
knorpel gedeckt, im Zentrum des Defektes sind Fissuren zu erkennen
(Pfeil). Trotz des eingeschlagenen Gewebes ist eine glatte Gelenkober-
fla¨che sichtbar. Referenzstrecke 180 µm.
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solchen Neoknorpel. Trotz des oberfla¨chlich gelegenen, eingeschlagenen Gewebes war die
glatte Oberfla¨che als solche erkennbar. Das Zentrum des Defektes wies jedoch Fissuren
auf.
In der HE-Fa¨rbung fielen zuna¨chst die rein morphologischen Unterschiede zwischen
den Regeneraten auf, welche in beiden Versuchsgruppen entstanden. Wa¨hrend der Spon-
tanverlauf in der Ausbildung einer lockeren bindegewebigen Narbe mit einer gewellten
Oberfla¨che bestand, zeigten die mit einem Bioimplantat versorgten Defekte einen neu-
gebildeten Knorpel mit einer glatten Oberfla¨che. Dieser Knorpel bedeckte allerdings
nicht den gesamten Defektdurchmesser. Weiterhin enthielt er mehr Zellen als ein gesun-
der Knorpel, wobei die Zellen lediglich in begrenzten Arealen in der fu¨r Gelenkknorpel
allerdings typischen sa¨ulenfo¨rmige Anordnung lagen.
3.1.2. Fa¨rbung mit Safranin-O
In der Fa¨rbung der histologischen Pra¨parate mit Safranin-O wiesen die Pra¨parate der
Kontrollgruppe durchweg eine erniedrigte Anfa¨rbbarkeit der Knorpelmatrix auf. Abbil-
dung 3.3 zeigt ein solches Bild. Das oberfla¨chlich gelegene Gewebe war homogen gru¨n
eingefa¨rbt, was einen stark verminderten Gehalt saurer GAG anzeigt; die Oberfla¨che
selbst war unregelma¨ßig. Das neu entstandene Gewebe erschien insgesamt aufgelockert
und es fanden sich multiple, kleine Zysten, die nahe an der Gelenkfla¨che lagen. Abbil-
dung 3.4 demonstriert das Ergebnis bei Verwendung eines Bioimplantats. Es zeigte sich
eine weitestgehend geschlossene Deckung mit einem homogen rot eingefa¨rbten Knorpel
mit einer glatten Oberfla¨che. Das Regenerat verfu¨gte hier u¨ber eine normale Anfa¨rbbar-
keit fu¨r Safranin-O und somit auch u¨ber einen weitgehend normalen Gehalt an sauren
GAG. Unter dem Knorpelgewebe zeigten sich eine Schicht aus homogen gru¨n angefa¨rb-
tem Knochen und erkennbare Reste des eingebrachten Implantats.
Die Untersuchung der mit Safranin-O gefa¨rbten Schnitte zeigte zuna¨chst die, schon von
den mit HE gefa¨rbten Pra¨paraten bekannte, unruhige Oberfla¨che in der Kontrollgruppe,
wa¨hrend die Defekte bei der Verwendung der Bioimplantate mit einem glatten Gewebe
gedeckt waren. Weiter fiel das unterschiedliche Anfa¨rbeverhalten in beiden Gruppen ins
Auge. Wa¨hrend das Regenerat in den Tieren der Kontrollgruppe gru¨n gefa¨rbt und somit
arm an sauren GAG war, fa¨rbte sich der Neoknorpel bei den Tieren mit Bioimplantat in-
tensiv rot und zeigte dadurch eine ho¨here Menge an physiologischen Matrixbestandteilen
auf.
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Abbildung 3.3.: Darstellung der Femurkondyle einer Kontrolle bei Fa¨rbung mit Safranin-
O, Echtgru¨n und Weigertschem Eisenha¨matoxylin. Das Gewebe an der
Gelenksoberfla¨che ist homogen gru¨n angefa¨rbt, die Oberfla¨che selbst
ist unregelma¨ßig. Knapp unter der Oberfla¨che sind kleine Zysten (*)
erkennbar. Referenzstrecke 180 µm.
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Abbildung 3.4.: Abbildung eines mit Bioimplantat versorgten osteochondralen Defektes
bei Fa¨rbung mit Safranin-O, Echtgru¨n und Weigertschem Eisenha¨ma-
toxylin. Die Gelenkoberfla¨che wird von einem glatten, intensiv rot
gefa¨rbten zellreichen Neoknorpel gebildet. In der Tiefe sind noch Reste
des Implantatmaterials (Pfeil) zu erkennen. Bei dem in das Gelenk hin-
einragenden Sporn handelt es sich um ein eingeschlagenes Gewebestu¨ck.
Referenzstrecke 180 µm.
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3.1.3. Fa¨rbung mit Toluidinblau
Abbildung 3.5a zeigt ein repra¨sentatives Beispiel fu¨r einen unversorgten Defekt, der mit
Toluidinblau gefa¨rbt wurde. Auffallend war hier die tiefe Fissur, die zwischen dem Rege-
nerat und dem umliegenden Gewebe lag. Hier kam es bis weit in die Tiefe des Defektes
hinein zu keiner Anbindung des neu gebildeten Gewebes. Bemerkenswert war weiter-
hin die intensive rot-violette Fa¨rbung in den Randbereichen des Defektes, die hier die
gleichen Intensita¨t erreicht, wie sie der gesunde Gelenkknorpel aufweist. Der Defekt sel-
ber war mit einem sehr unruhigen Gewebe angefu¨llt, welches sich lediglich in geringem
Maße violett darstellt. Das Reperaturgewebe wies also lediglich einen geringen Gehalt
an sauren GAG auf. Bei der Verwendung einer sta¨rkeren Vergro¨sserung - eine solche
ist in Bild 3.5b zu sehen - zeigten sich zahlreiche Gefa¨sse in Inneren des Narbenprop-
fes. Die Blutgefa¨sse waren eingebettet in ein sehr zell- und faserreiches Bindegewebe;
die Fasern verliefen allerdings ungeordnet. In Abbildung 3.6 ist ein Ausschnitt aus den
oberfla¨chlichen Anteilen eines mit einem Bioimplantat versorgten Defektes zu sehen. Der
neugebildete Knorpel zeigte eine weitgehend homogene, intensive Metachromasie, was ei-
nem hohen Gehalt an GAG gleichkommt. Das Regenerat war in nahezu allen Pra¨paraten
auf beiden Seiten gut an den angrenzenden Knorpel angebunden. Die wiederhergestellte
Gelenksoberfla¨che wies einen leicht gewellten Verlauf auf.
Auch die mit Toluidinblau angefa¨rbten Gefrierschnitte ließen Differenzen zwischen
beiden Gruppen erkennen. Besonders auffa¨llig war auch hier wieder der Unterschied in
der Beschaffenheit der verschiedenen Regenerate. Wa¨hrend das neu entstandene Gewe-
be u¨berwiegend bindegewebig differenziert und arm an GAG war, zeigten die mit einem
Bioimplantat versorgten Defekte eine Deckung mit einem kra¨ftig metachromatischen
Gewebe. Die Farbintensita¨t dieses Gewebes war nicht von der des gesunden Gelenkknor-
pels zu unterscheiden. Unterschiede fanden sich auch in der Ausdehnung der einzelnen
Gewebearten. Wa¨hrend die Kontrolldefekte in der Regel von einem einzelnen bindege-
webigen Pfropf erfu¨llt waren, fand sich bei den Defekten mit Bioimplantat eine deutliche
Grenze zwischen zwei unterschiedlich differenzierten Geweben.
3.1.4. Markierung fu¨r Kollagen I
Die immunologische Markierung fu¨r Kollagen I erbrachte bei fast allen untersuchten
Kontrolldefekten einen positiven Nachweis in sa¨mtlichen Anteilen des Regenerates. Ein
Beispiel hierfu¨r zeigt Abbildung 3.7. Es zeigte sich eine gleichma¨ssige Markierung fu¨r
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Abbildung 3.5.: Aufnahmen einer Kontrolle, Toluidinblau a) U¨bersichtaufnahme einer
Femurkondyle mit zentral angeordnetem tiefen Knochen-Knorpeldefekt.
Der tiefe Krater des ehemaligen Knochen-Knorpeldefektes ist an den
Ra¨ndern von tief dunkelblauem Knorpelgewebe begrenzt wa¨hrend sich
im Zentralbereich ein gefa¨ßreiches bindegewebiges Narbengewebe findet.
Dies reicht vom Markraum bis zur Gelenkoberfla¨che. Referenzstrecke
500 µm.b) Detailaufnahme aus a). Bindegewebe mit zahlreichen Gefa¨ßen
(*) im Bereich der Narbenzone. Referenzstrecke 90 µm.
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Abbildung 3.6.: Aufnahme eines mit einem Bioimplantat versorgten Defektes. Bei leicht
welliger Oberfla¨che pra¨sentiert sich das Regeneratgewebe homogen in
einem dunklen rot-violett. Toluidinblau. Referenzstrecke 180 µm.
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Abbildung 3.7.: U¨bersichtaufnahme einer Femurkondyle mit tiefer Knorpel-Knochenla¨si-
on bei Markierung fu¨r Kollagen I und Kerngegenfa¨rbung mit Mayer’s
Ha¨matoxylin. Der bindegewebige Narbenpfropf sowie das darunter oder
daneben liegende Knochengewebe sind einheitlich markiert. Referenz-
strecke 930 µm.
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Abbildung 3.8.: U¨bersichtaufnahme einer Femurkondyle mit tiefer Knochen-
Knorpella¨sion nach Versorgung mit einem Bioimplantat fu¨r Knochen-
Knorpeldefekte bei Markierung fu¨r Kollagen I und Kerngegenfa¨rbung
mit Mayer’s Ha¨matoxylin. Kompletter Verschluss des Knochen-Knor-
peldefektes mit zwei morphologisch unterscheidbaren Gewebstypen. Die
Gelenkfla¨che wird gebildet durch ein im zentralen Defektbereich noch
Kollagen I positives Gewebe welches im Randbereich bereits Kollagen
I negativ ist. Unter dem Gelenkfla¨chenu¨berzug befindet sich eine Zone
mit Kollagen I positivem subchondralem Knochen, welcher an den
Ra¨ndern des ehemaligen Defektes nahtlos und weitgehend niveaugleich
angebunden ist. In der Tiefe sind die Reste der urspru¨nglich mit
Bioimplantat gefu¨llten Zone erkennbar (*). Die Markierung zeigt die
Weite des urspru¨nglichen Defektes. Referenzstrecke 1,5mm
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Kollagen I, die sich auch bis in den angrenzenden, prima¨r nicht gescha¨digten Knorpel
erstreckte. Die tiefen Anteile des Defektes waren mit einem ebenfalls Kollagen I-haltigen
Narbengewebe gefu¨llt. Die Oberfla¨che zeigte eine deutliche zentrale Absenkung unter
die urspru¨ngliche Gelenkskontur. Die Markierung fu¨r Kollagen I bei der Verwendung
eines Bioimplantats zeigte eine fast vollsta¨ndige Deckung mit Knorpelgewebe, welches
lediglich in den zentralen Anteilen noch positiv fu¨r Kollagen I markierte. Die peripher
liegenden Bereiche des Ersatzknorpels sowie der angrenzende Gelenkknorpel markierten
negativ fu¨r dieses Kollagen. Im Bereich des Knochens sind noch Reste des Implantat-
materials zu erkennen. (Abbildung 3.8)
Der immunhistochemische Nachweis von Kollagen I in den untersuchten Proben der
Kontrollgruppe zeigte eine gleichma¨ssige Markierung im gesamten Defektareal. Im Un-
terschied hierzu ließ sich in der neugebildeten Knorpelschicht der mit einem Bioimplantat
versorgten Defekte lediglich in den zentralen Anteilen noch Kollagen I nachweisen. In
den Randbereichen fand sich kein Kollagen I. Auch in dieser Methode zeigte sich in
den Kontrollen ein bindegewebiges Narbengewebe, wa¨hrend sich bei Verwendung der
Bioimplantate zwei Schichten mit unterschiedlichem Matrixaufbau aufzeigen ließen.
3.1.5. Markierung fu¨r Kollagen II
Wie Abbildung 3.9 zeigt, fand sich im Defekt ein Regenerat aus Bindegewebe, in wel-
chem sich gleichma¨ssig verteiltes Kollagen II nachweisen ließ. Die Faserzu¨ge in diesem
Regeneratgewebe ließen keine bevorzugte Ausrichtung erkennen. Insgesamt wirkte das
neu gebildete Gewebe zellreich und von zahlreichen Blutgefa¨ßen durchzogen. Zu einer
Deckung des Defektes mit einem knorpelartigen Ersatzgewebe kam es nicht, der an-
grenzende Knorpel ging unmittelbar in das bindegewebige Regenerat u¨ber. Wie Abbil-
dung 3.10 zeigt, fu¨hrte die Verwendung eines Bioimplantates zu der Ausbildung eines
positiv fu¨r Kollagen II markierenden Knorpelgewebes. Der neugebildete Knorpel weist
im Zentrum des Defektes jedoch Fissuren auf. Unter dieser Knorpeldeckung bildete sich
ein Knochengewebe aus, in welchem sich kein Kollagen II nachweisen lies.
Die Markierung fu¨r Kollagen II zeigte bei den Tieren, die kein Bioimplantat erhalten
hatten, eine gleichma¨ssige Anfa¨rbereaktion im kompletten Regenerat. Es kam hierbei
nicht zur Ausbildung einer, von weiter in der Tiefe gelegenem Knochen abgrenzbaren,
Knorpelersatzschicht, der gesamte Defekt war von Bindegewebe erfu¨llt. Anders verhielt
es sich bei der Untersuchung der mit einem Bioimplantat versorgten Defekte. Hier kam
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Abbildung 3.9.: U¨bersichtaufnahme einer Femurkondyle mit tiefer Knorpel-Knochenla¨si-
on bei Markierung fu¨r Kollagen II und Kerngegenfa¨rbung mit Mayer’s
Ha¨matoxylin. Das Bindegewebe im Defekt zeigt einen kra¨ftige Markie-
rung fu¨r Kollagen II, wa¨hrend der angrenzende Knochen unmarkiert
bleibt. Die Reste des Gelenkknorpels sind ebenfalls markiert (linker
Bildrand, Pfeil). Referenzstrecke 930 µm.
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Abbildung 3.10.: U¨bersichtaufnahme einer Femurkondyle mit tiefer Knochen-
Knorpella¨sion nach Versorgung mit einem Bioimplantat fu¨r Knochen-
Knorpeldefekte bei Markierung fu¨r Kollagen II und Kerngegenfa¨rbung
mit Mayer’s Ha¨matoxylin. Bedeckung des Defektes mit Kollagen II
positivem Gewebe. (Die Unterbrechung in Bildmitte ist ein Schnittar-
tefakt) Der subchondrale Knochen ist unmarkiert. Referenzstrecke
1,5mm.
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es zur Entwicklung einer positiv fu¨r Kollagen II markierenden Knorpeldeckung des De-
fektes, wobei der Knorpel eine zentrale Fissur aufweist. Das neu gebildete Regenerat
verfu¨gte jedoch u¨ber eine ansonsten glatte Oberfla¨che. Unter dieser Knorpelschicht kam
es zur Bildung von Knochen, der nicht fu¨r Kollagen II markiert. Die Knochen-Knorpel-
grenze verlief allerdings tiefer als in den umliegenden Gelenkanteilen.
3.1.6. Markierung fu¨r Aggrecan
Abbildung 3.11 zeigt das Ergebnis der Markierung eines Defektes der Kontrollgruppe
mit Antiko¨rpern gegen Aggrecan. Es fand sich ein intensiv positiv reagierendes Gewebe,
welches den gesetzten Defekt vollsta¨ndig ausfu¨llte. Das entstandene Gewebe wies eine
Vielzahl von Blutgefa¨ßen sowie einen weitgehend ungeordneten Verlauf der Kollagenfa-
sern auf. Bemerkenswert war die weitgehende Zersto¨rung des angrenzenden, initial nicht
bescha¨digten Gelenkknorpels mit Freiliegen des subchondralen Knochens. Die Markie-
rung fu¨r Aggrecan, wie sie in Abbildung 3.12 gezeigt wird, erbrachte den Nachweis zweier
verschiedener Gewebsdifferenzierungen im Defektgebiet. Oberfla¨chlich gelegen fand sich
eine gleichma¨ßig angefa¨rbte Knorpelschicht, die gut in den angrenzenden Gelenkknor-
pel integriert ist. Die zentralen Anteile des Defektes sind jedoch deutlich unter das ur-
spru¨ngliche Niveau der Gelenkfla¨che abgesunken; weiterhin war die Oberfla¨che des neu
entstandenen Knorpels gewellt. Der angrenzende hyaline Knorpel zeigte keine erkennba-
ren Scha¨den.
Der immunhistologische Nachweis von Aggrecan zeigte in den untersuchten Pra¨paraten
eine positive Anfa¨rbereaktion. Unterschiede bestanden jedoch in den positiv markierten
Regionen. Wa¨hrend in der Kontrollgruppe in der Regel der gesamte Defekt mit einem
Aggrecan-haltigen Gewebe ausgefu¨llt war, markierte in der Gruppe der Tiere, die mit
Bioimplantaten versorgt wurden, lediglich ein gelenkfla¨chennah gelegener Bereich. In je-
nem Gewebe, welches im Bereich des Knochens entstanden war, ließ sich jedoch kein
Aggrecan nachweisen. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit jenen aus den bereits
beschriebenen Fa¨rbungen, wonach die Defekte in der Kontrollgruppe von einem weitge-
hend einheitlichen bindegewebsartigen Gewebe ausgefu¨llt sind. Es zeigt hier allerdings
durch die Expression eines knorpeltypischen Matrixbestandteils eine relative Na¨he zu
Knorpel, die in den rein morphologischen Fa¨rbungen wie HE, Safranin-O oder Toluidin-
blau nicht zu erkennen war. Im Gegensatz zu den Pra¨paraten der Kontrollgruppe zeigte
sich bei der Verwendung von Bioimplantaten kein Aggrecan in den tiefen Anteilen des
Defektes. Der kno¨cherne Anteil des Defektes wurde hier durch zum Zeitpunkt der Un-
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Abbildung 3.11.: U¨bersichtaufnahme einer Femurkondyle. Das Fu¨llgewebe ist mit An-
tiko¨rper gegen Aggrecan markiert, der Knochen ist nicht markiert.
Kerngegenfa¨rbung mit Mayer’s Ha¨matoxylin. Referenzstrecke 930 µm.
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Abbildung 3.12.: Immunmarkierung fu¨r Aggrecan, Kerngegenfa¨rbung mit Mayer’s
Ha¨matoxylin U¨bersichtaufnahme einer Femurkondyle mit tiefer
Knochen-Knorpella¨sion nach Versorgung mit einem Bioimplantat und
Markierung des Regeneratgewebes mit Antiko¨rper gegen Aggrecan, der
Knochen ist nicht markiert. Im zentralen Regeneratbereich wird ei-
ne Einsenkung erkennbar. Die Knorpel-Knochen-Grenze senkt sich im
zentralen Defektbereich deutlich unter das fru¨here Niveau ab (Pfeil).
Bei der horizontal verlaufenden Strukturunterbrechung (*) handelt es
sich um ein Schnittartefakt. Kerngegenfa¨rbung mit Mayer’s Ha¨matoxy-
lin. Referenzstrecke 1,5mm.
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tersuchung noch unreifen Knochen verschlossen, welcher wie ausgereifter Knochen auch
physiologischerweise kein Aggrecan entha¨lt.
3.1.7. Fluoreszenzfa¨rbung
Das in Abbildung 3.13 dargestellte Bild zeigt die Situation, wie sie in allen untersuchten
Proben der Kontrollgruppe aufgefunden wurde. Erkennbar war eine intensive gelb-gru¨ne
sowie eine orangefarbige Fluoreszenz in den Wa¨nden des gesetzten Defektes. Im Defekt-
areal selbst fand sich in der Tiefe keinerlei auffa¨llige Fluoreszenz. Im Gegensatz hierzu
fand sich im Lager der Bioimplantate lediglich eine ma¨ßig intensive Fluoreszenz, wa¨hrend
der Bereich des Implantates eine gleichma¨ßige Fluoreszenz zeigte. Das in Abbildung 3.14
erkennbare Bild zeigt ein solches Verteilungsmuster.
Bei dem Vergleich der Fluoreszenzverteilungen bei Leerlochkontrollen und Bioimplan-
tatempfa¨ngern fiel zuna¨chst die Fa¨rbung im Randbereich des Defektes auf. Die intensive
Fluoreszenz der Leerlochkontrollen weist auf einen intensiven Umbauprozess in diesem
Bereich hin, der durch eine erho¨hte Belastung des Knochens an der Defektgrenze er-
kla¨rbar ist. Analog hierzu zeigt die geringere Fluoreszenz im Lager der Bioimplantate
eine geringere Belastung des umgebenden Knochens an. Dies ist ein Hinweis, dass das
Bioimplantat die aufgetretenen Belastungen in a¨hnlicher Weise wie Knochen aufgenom-
men und an die angrenzenden Strukturen weitergegeben hat. Eine a¨hnliche Situation
bestand auch im Inneren des Defektes. Hier fand sich in den Leerlo¨chern lediglich eine
unspezifische Hintergrundsfluoreszenz. Im Bereich der Bioimplantate ließ sich jedoch ei-
ne intensive orangefarbige Fluoreszenz nachweisen, die eine Einlagerung von Calcium in
das Defektareal zeigt, wie sie fu¨r einwachsendes Knochengewebe typisch ist.
3.1.8. Fa¨rbung nach Ladewig
In der Fa¨rbung nach Ladewig (Abbildung 3.15) zeigten sich die Ra¨nder der Leerloch-
kontrollen scharf begrenzt. Der Defekt selbst war mit einem, von dem umgebenden Kno-
chengewebe deutlich abgegrenzten, faserigen Narbengewebe ausgefu¨llt. Teilweise fanden
sich zentral im Defekt gelegene Fissuren, die sich bis weit in die Tiefe erstreckten. Eine
Deckung des Defektareals mit knorpelartigem Ersatzgewebe ließ sich nicht nachweisen.
Bei der Verwendung eines Bioimplantates zeigte sich eine Deckung der Defektoberfla¨che
mit einem knorpelartig imponierenden Gewebe. Dieses wies jedoch teilweise eine wellige
Oberfla¨che sowie eine im Vergleich zu dem normalen Knorpel ho¨here Dicke auf. In ur-
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Abbildung 3.13.: U¨bersichtsaufnahme einer Leerlochkontrolle. Man erkennt eine kra¨ftige
zweifarbige Fluoreszenz als Ausdruck einer starken Gewebsproliferation
im Bereich der Defektwand. Im Defekt (*) selbst ist keine auffa¨llige
Fluoreszenz zu sehen. Fluoreszenz von Oxytetracyclin und Calcein bei
Anregung mit einer Wellenla¨nge von 450nm – 490 nm. Referenzstrecke
360 µm.
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Abbildung 3.14.: Aufnahme aus dem Randbereich eines mit einem Bioimplantat versorg-
ten Defekt. Es zeigt sich eine ma¨ßig intensive Fluoreszenz im Bereich
es Implantatlagers (Pfeil). Gleichzeitig ist eine Fluoreszenz im Bereich
des Defektes (*) sichtbar, die ein Einwachsen des Knochengewebes in
den Defekt aufzeigt. Fluoreszenz von Oxytetracyclin und Calcein bei
Anregung mit einer Wellenla¨nge von 450nm – 490 nm. Referenzstrecke
180 µm.
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Abbildung 3.15.: U¨bersichtsaufnahme der tiefen Anteile eines Knochen-Knorpeldefektes
bei Fa¨rbung nach Ladewig. Im Randbereich findet sich kra¨ftig rot und
blau gefa¨rbte Knochensubstanz. Der Defekt ist mit einem nur schwach
gefa¨rbten faserigen Narbengewebe (*) gefu¨llt. Die Defektra¨nder sind
glatt begrenzt, der Knochen zeigt keine Tendenz, in den Defekt ein-
zuwachsen. Zentral befindet sich eine tiefe Fissur (#). Referenzstrecke
1300 µm.
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Abbildung 3.16.: U¨bersichtsaufnahme einer Femurkondyle nach Versorgung mit einem
Bioimplantat bei Fa¨rbung nach Ladewig. Vollsta¨ndiger Verschluss des
Defektes durch zwei morphologisch unterschiedliche Gewebe. Die Ober-
fla¨che des Defektes wird durch ein knorpelartig imponierendes Gewebe
gebildet, welches im Bereich des Defektes dicker als in den angren-
zenden Arealen ist. Die Defektoberfla¨che ist jedoch gewellt. In der
Tiefe schliesst sich an dieses Gewebe eine kno¨cherne Schicht an. Bei
dem grossen, zystenartigen Gebiet handelt es sich um den urspru¨ng-
lich durch das Bioimplantat ausgefu¨llten Bereich; das Implantat wurde
durch die Einbettung in Methylmetacrylat aufgelo¨st. Es zeigen sich hier
Gewebsverba¨nde im Inneren des ehemaligen Implantats (Pfeil). Refe-
renzstrecke 1300 µm.
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spru¨nglich durch das Bioimplantat ausgefu¨llten Anteilen des Defektes fanden sich Inseln
von Gewebe, die in den Hohlra¨umen des Implantates entstanden sind. (Abbildung 3.16)
3.2. Messung der prozentualen Deckung mit
Knorpelgewebe
Vor einer weitergehenden Auswertung wurde die prozentuale Deckung des Defektes mit
knorpeligem Gewebe untersucht. Hierzu wurde ein Schnitt mit einer klar erkennbaren
Defektgrenze gewa¨hlt. Die Messung der Deckung der Defekte mit knorpeligem Gewe-
be ergab bei den Leerlochkontrollen eine mittlere Deckung von 23,4% ± 15,99. Die
Bestimmung der Defektdeckung in der Gruppe, die mit einem Bioimplantat versorgt
worden war, ergab einen Mittelwert von 58,65% ± 20,34. Die Untersuchung auf einen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen wurde mit dem Mann-
Whitney U-Test durchgefu¨hrt. Dieser Test ergab mit einen p-Wert von p=0,025 eine
signifikant bessere Defektdeckung bei der Verwendung von Bioimplantaten im Vergleich
zur Leerlochkontrolle.
3.3. Beurteilung nach Auswertungsschema
Die erstellten histologischen Pra¨parate wurden nach dem in Kapitel 2.6 vorgestellten
Schema ausgewertet und anschließend zwei verblindeten, mit histologischen Fragestel-
lungen vertrauten, weiteren Auswertern vorgelegt. In Fa¨llen, in denen es zwischen den
einzelnen Auswertern zu keiner U¨bereinstimmung in der Bewertung kam, wurde eine ge-
meinsame Bewertung durchgefu¨hrt. Eine U¨bersicht u¨ber die Ergebnisse zeigt Tabelle 3.1.
Die Beurteilung des Regenerates hinsichtlich der Anfa¨rbbarkeit der Matrix mit Saf-
ranin-O sowie der vorherrschenden Zellmorphologie zeigte eine sta¨rkere Anfa¨rbbarkeit
derjenigen Regenerate, die nach der Implantation eines Bioimplantats entstanden waren.
Hier wiesen drei Pra¨parate eine mittlere Anfa¨rbbarkeit auf; in einem Fall ließ sich so-
gar eine weitgehend normale Farbintensita¨t bei der Fa¨rbung mit Safranin-O nachweisen.
Zwei Regenerate zeigten lediglich eine schwache Anfa¨rbbarkeit. Bei den Leerlochkontrol-
len wiesen vier der untersuchten Pra¨parate nur eine schwache Farbreaktion auf. In einem
Fall lies sich im Regeneratgewebe keinerlei Fa¨rbung mit Safranin-O nachweisen, in einem
weiteren Regenerat fand sich eine mittelstarke Anfa¨rbung. Die im Defekt neu entstan-
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Punkte
Bio-
Leerloch implantat max.
Zellmorphologie 1,6 2,1 4
Anfa¨rbbarkeit der Matrix mit Safranin-O 1 1,9 3
Gleichma¨ßigkeit der Oberfla¨che 0,3 1,3 3
Strukturelle Integrita¨t 0 0,8 2
Dicke 0,3 0,8 2
Verbindung mit angrenzendem Knorpel 0,7 1,8 2
Zellularita¨t 0 0,2 3
Bildung von Chondrozytenclustern 0 0,3 2
Freiheit d. angrenz. Knorpels von deg. Erscheinungen 2,2 1,9 3
Gesamt 6,1 11,1 24
Tabelle 3.1.: Ergebnis der Auswertung der Pra¨parate mittels des Scores nach O’Driscoll.
Die angegebenen Zahlen stellen die Mittelwerte der Ergebnisse der einzel-
nen Pra¨parate im entsprechenden Kriterium dar.
dene Gewebe bestand in beiden Gruppen aus unvollsta¨ndig differenziertem Mesenchym;
in einer Leerlochkontrolle fand sich nur Bindegewebe. Das zweite untersuchte Kriteri-
um stellte die Oberfla¨chenbeschaffenheit des Regeneratgewebes dar. Hier zeigten sich in
sa¨mtlichen Leerlochkontrollen entweder Einrisse des Gewebes oder sogar hieru¨ber hin-
ausgehende schwerste Sto¨rungen. Solche Vera¨nderungen fanden sich jedoch nur bei drei
der sechs Pra¨parate in der mit einem Bioimplantat versorgten Gruppe. In dieser Gruppe
fanden sich in zwei Fa¨llen lediglich eine oberfla¨chliche Schichtung des Gewebes, in einem
Fall fand sich eine vollkommen glatte und intakte Gelenkoberfla¨che im ehemaligen De-
fektareal. Die Untersuchung der strukturellen Integrita¨t des Knorpelersatzgewebes zeigte
bei allen Leerlochkontrollen schwere Zersto¨rungen. Im Gegensatz hierzu fanden sich nach
der Versorgung der Defekte mit einem Bioimplantat lediglich in zwei Fa¨llen vergleich-
bare Sto¨rungen. In drei Fa¨llen fanden sich lediglich leichte Sto¨rungen wie beispielsweise
die Bildung von Zysten im Bereich des neu gebildeten Gewebes. In einem Fall ließen sich
keine Auffa¨lligkeiten an der strukturellen Integrita¨t nachweisen. Die Untersuchung der
Dicke der entstandenen Knorpelersatzschicht ergab in zwei der untersuchten Kontroll-
pra¨parate eine Regeneratdicke von u¨ber 50 Prozent des umliegenden Gelenkknorpels, die
anderen Defektareale wiesen eine Deckung mit einem Regenerat auf, welches eine Dicke
von weniger als der Ha¨lfte des angrenzenden Knorpels erreichte. In keinem Fall wurde
der Defekt vollsta¨ndig aufgefu¨llt. Nach der Implantation eines Bioimplantates konnte
in einem Fall eine vollsta¨ndige Ausfu¨llung des Defektes auf das urspru¨ngliche Niveau
erzielt werden, in drei weiteren Fa¨llen kam es zu einer Regeneratdicke vom mehr als 50
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Prozent. In zwei Fa¨llen wurde nur eine Gewebsdicke von weniger als 50 Prozent der ange-
strebten Dicke erreicht. Die Untersuchung der Anbindung des entstandenen Regenerates
an den angrenzenden Knorpel ergab in der Gruppe der Kontrollen in keinem Fall eine
vollsta¨ndige Integration zu den angrenzenden Knorpelgeweben. In fu¨nf der untersuchten
Defekte fand sich eine lediglich partielle Anbindung, wobei das Knorpelersatzgewebe am
U¨bergang zum umliegenden Knorpel in der Regel auf beiden Seiten tiefe Fissuren auf-
wies, sich in der Tiefe jedoch ein Gewebskontakt nachweisen lies. In einem Fall fand sich
auch in der Tiefe des Defektes keine Verbindung des Regenerates mit dem angrenzenden
hyalinen Knorpel. In der Gruppe der Tiere, die ein Bioimplantat erhalten hatten, fand
sich in jedem Fall eine Verbindung zwischen der neu gebildeten Knorpelersatzschicht
und dem umliegenden Gelenkknorpel. In vier Fa¨llen erschien das Regenerat gut mit
dem angrenzenden Knorpel verbunden, in zwei Fa¨llen zeigte sich jedoch nur eine unvoll-
kommene Anbindung.
Bei der Untersuchung der zellula¨ren Degenerationszeichen innerhalb des Regenerates
wiesen sa¨mtliche Pra¨parate der Kontrollgruppe eine Hyperzellularita¨t im Vergleich zu
normalem Knorpel auf. Knorpelzellen waren in keinem Fall abgrenzbar, so dass in dem
Kriterium der Clusterbildung die schlechtest mo¨gliche Einstufung gewa¨hlt wurde.Bei
der Verwendung der Bioimplantate zeigte sich in fu¨nf untersuchten Proben eine erho¨hte
Zellzahl oder eine schwere Hypozellularita¨t. In einem Fall konnte eine mittelschwere
Verminderung der Zellzahl nachgewiesen werden. Eine Abscha¨tzung der in Clustern lie-
genden Chondrozytenzahl ergab in zwei Fa¨llen einen Anteil von weniger 25 Prozent, in
allen weiteren Pra¨paraten fanden sich mehr als ein Viertel der Knorpelzellen in Clus-
tern. In der Kontrollgruppe zeigten sich im an den Defekt angrenzenden Gelenkknorpel
in fu¨nf Fa¨llen lediglich eine leichte Bildung von Chondrozytenclustern oder eine leicht
reduzierte Anfa¨rbbarkeit der Knorpelmatrix mit Safranin-O. Ein Pra¨parat zeigte eine
weitergehende Reduzierung der Farbintensita¨t von Safranin-O.
Der an die Bioimplantate angrenzende Knorpel wies in zwei der untersuchten Proben
keine morphologischen Auffa¨lligkeiten auf. In vier Fa¨llen zeigte sich allerdings eine leich-
te Ausbildung von Clustern aus Chondrozyten oder ein leichter Ru¨ckgang der Fa¨rbung
mit Safranin-O.
Bei der Untersuchung der vorgeschlagenen zusa¨tzlichen Kriterien (Tabelle 3.2) fand
sich in fu¨nf Pra¨paraten der Leerlochgruppe Kollagen I im gesamten Regenerat; ledig-
lich in einem Fall gab es Bereiche, in denen sich kein Kollagen I nachweisen lies. Bei
der Verwendung der Bioimplantate markierte das Regenerat in drei Fa¨llen in Teilen
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Punkte
Bio-
Leerloch implantat max.
Anwesenheit von Kollagen I 0,2 0,5 2
Anwesenheit von Kollagen II 1 1,2 2
Anwesenheit von Aggrecan 1,4 1 2
Blutgefa¨ße im Regenerat 0,5 0,7 2
Metachromasie bei Toluidinblau 1 1,3 2
Gesamt 4,1 4,7 10
Tabelle 3.2.: Ergebnis der Auswertung nach der vorgeschlagenen Erweiterung zum Score
nach O’Driscoll. Die angegebenen Zahlen stellen die Mittelwerte der Ergeb-
nisse der einzelnen Pra¨parate im entsprechenden Kriterium dar.
positiv fu¨r Kollagen I, in den restlichen fand sich Kollagen I im gesamten Regenerat.
In einem Fall der Kontrollgruppe fand sich Kollagen II in allen Bereichen des Knor-
pelersatzgewebes. In vier Fa¨llen gab es zumindest Bereiche, die fu¨r Kollagen II positiv
markierten. In einem weiteren Fall markierte das neu gebildete Gewebe nicht fu¨r Kolla-
gen II. Nach der Implantation eines Bioimplantats ließ sich in allen Bereichen von zwei
Pra¨paraten Kollagen II nachweisen, in drei Fa¨llen fand es sich lediglich in Teilbereichen.
In einem Fall markierte das Regenerat nicht fu¨r Kollagen II. Der immunhistologische
Nachweis von Aggrecan ergab in drei Fa¨llen in der Kontrollgruppe eine positive Mar-
kierung des gesamten Regenerates. In den weiteren drei Proben fand sich Aggrecan in
Teilen des neu entstandenen Gewebes. In der Bioimplantatgruppe ließ sich nur in einem
Fall Aggrecan im ganzen Regenerat nachweisen, in weiteren vier Fa¨llen fanden sich auch
Aggrecan-freie Areale. In einem Fall zeigte sich kein Aggrecan im Defektbereich. Bei
der Untersuchung des Regenerates auf vorhandene Blutgefa¨ße fanden sich in der Grup-
pe der Leerlochkontrollen in jeweils drei Pra¨paraten Gefa¨ße mit beziehungsweise ohne
Kontakt zur Gelenkoberfla¨che. Bei der Verwendung von Bioimplantaten fanden sich in
vier Fa¨llen Gefa¨ße im Bereich der Knorpelschicht jedoch ohne Kontakt zur Oberfla¨che.
In zwei Fa¨llen ergab sich jedoch eine solche Verbindung. Die Beurteilung der Metachro-
masie der Knorpelersatzschicht des Regeneratgewebes bei der Fa¨rbung mit Toluidinblau
ergab bei einem Pra¨parat der Kontrollgruppe eine normale Metachromasie des neu ge-
bildeten Knorpels. In vier Fa¨llen fanden sich Areale ohne Metachromasie neben solchen,
in denen eine Metachromasie beobachtet werden konnte. In einem Pra¨parat konnte kei-
ne metachromatische Farbreaktion nachgewiesen werden. Bei zwei der histologischen
Pra¨paraten der Bioimplantatgruppe fand sich eine Metachromasie des gesamten Knor-
pelgewebes. Eine teilweise Metachromasie des neu gebildeten Regenerates zeigte sich in
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drei der untersuchten Gewebsschnitte. In einem Fall trat keine Metachromasie im Be-
reich des Knorpelregenerates auf.
Fu¨r jedes untersuchte Pra¨parat wurde gema¨ß der Punkteverteilung des Auswertungs-
schemas ein Punktwert berechnet. Anschließend wurden die Ergebnisse beider Versuchs-
gruppen auf statistisch signifikante Unterschiede untersucht. Bei allen durchgefu¨hrten
Vergleichen fand der Mann-Whitney U-Test Verwendung. Dieser Test wurde gewa¨hlt,
da es sich bei den zu vergleichenden Ergebnissen um Rangwerte, wie sie bei der Verwen-
dung von festen Bewertungsschemata entstehen, handelte und sich die Verteilungen der
Ergebnisse daru¨ber hinaus asymmetrisch darstellten. Das Vorgehen wa¨hrend der Aus-
wertung sowie die Verwendung des U-Tests wurden mit einem Statistiker abgesprochen.
In einem ersten Schritt wurde das Ergebnis bei der Bewertung nach dem unvera¨nderten
Score nach O’Driscoll untersucht. Hier ergab sich fu¨r die Gruppe der Leerlochkontrollen
ein mittlerer Punktwert von 6,00 ± 1,41, also ein Wert im unteren Drittel der mo¨glichen
Bewertungen. In der mit einem Bioimplantat versorgten Gruppe errechnete sich mit
einem Mittelwert von 11,33 ± 3,56 ein Ergebnis, welches knapp der Ha¨lfte der maxima-
len Punktzahl des Scores entspricht. Der U-Test ergab hier einen p-Wert von p=0,020
und somit einen statistisch signifikanten Unterschied in der Beurteilung beider Gruppen
durch den Score nach O’Driscoll. Bei einer alleinigen Betrachtung der in dieser Arbeit
vorgeschlagenen Erweiterung des Schemas nach O’Driscoll ergab sich bei den Leerloch-
kontrollen ein mittlerer Score von 4,17 ± 1,17 und bei der Verwendung der Bioimplan-
tate eine mittlere Bewertung von 4,50 ± 2,07. Der U-Test zeigte hier mit einem p-Wert
von p=0,688 keinen statistisch signifikanten Unterschied zwischen beiden Versuchsgrup-
pen auf. Bei der Kombination der Ergebnisse des Scores nach O’Driscoll mit denen der
hier vorgeschlagenen Erweiterung, so errechnete sich fu¨r die Leerlochkontrollen ein Mit-
telwert von 10,17 ± 1,72 und fu¨r die mit einem Bioimplantat versorgte Gruppe von
15,83 ± 5,57. Der durchgefu¨hrte U-Test konnte mit einem p-Wert von p=0,128 keinen
statistisch signifikanten Unterschied zwischen den Gruppen mehr feststellen.
53
4. Diskussion
4.1. Das Implantat
Die bislang verwendeten Verfahren zur Behandlung von Defekten des Gelenkknorpels
lassen sich in zwei Gruppen einteilen. Die eine Gruppe basiert auf der Entnahme von
Knorpel an einer Stelle des Gelenkes und die Verpflanzung des entnommenen Gewe-
bes in den Defekt entweder sofort (OATS) oder nach einer Vermehrung der enthaltenen
Chondrozyten in Kultur (ACT). Bei beiden Methoden bleibt jedoch ein Defekt an der
Entnahmestelle zuru¨ck. Die ACT weist daru¨ber hinaus noch ein weiteres, verfahrens-
spezifisches Problem auf - die Dedifferenzierung der gewonnenen Chondrozyten in der
Zellkultur. Die andere Gruppe beruht auf einer Ero¨ffnung des subchondral gelegenen
Markraumes des spongo¨isen Knochens, um ein Einwandern mesenchymaler Stammzel-
len in das verletzte Areal zu ermo¨glichen. Diese Stammzellen sollen sich in dem Defekt
ansiedeln, dort zu Knorpelzellen differenzieren und zu einer Deckung des Defektes mit
Knorpelgewebe fu¨hren. Eine Schwierigkeit dieses Ansatzes stellt jedoch die Verankerung
der Stammzellen im Defekt dar. Beiden Gruppen gemein ist noch ein weiteres Problem.
So ist bei keinem der genannten Verfahren eine unmittelbare postoperative Vollbelas-
tung der operierten Extremita¨t mo¨glich, je nach angewandtem Verfahren ist eine la¨ngere
Zeit der Entlastung mit anschließender Teilbelastung notwendig. In dieser Zeit hat die
Differenzierung der eingewanderten Stammzellen beziehungsweise die Redifferenzierung
der implantierten Chondrozyten bereits eingesetzt, ohne dass die Zellen den fu¨r ein Ge-
lenk normalen Belastungen ausgesetzt waren. Geht man von der Richtigkeit der Theorie
der ”kausalen Histogenese” aus, so beno¨tigen die Zellen jedoch die normalerweise im
Gelenk herrschenden Bedingungen zur Differenzierung hin zu Chondrozyten sowie zur
Ausbildung eines hyalinen Knorpels; es muss also idealerweise unmittelbar postoperativ
eine Vollbelastung mo¨glich sein.
Um eine Verschleppung der eingewanderten Stammzellen aus dem Defekt zu verhin-
dern, erscheint es sinnvoll, eine Struktur anzubieten, die es den Zellen erlaubt, sich im
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Defekt zu verankern. Nach der Theorie der ”kausalen Histogenese” mu¨ssen mesenchy-
male Stammzellen jedoch intermittierenden Druckbelastungen ausgesetzt sein, um sich
zu Chondrozyten zu differenzieren. Das Implantat muss also auch dafu¨r sorgen, dass die
durch die Benutzung des Gelenkes auftretenden intermittierenden Druckbelastungen an
die eingewanderten Zellen weitergegeben werden. Dies hat unmittelbare Auswirkungen
auf die mechanischen Anforderungen, die an das Implantat gestellt werden. Zum einen
muss das Material so stabil sein, dass eine Vollbelastung nach der Operation mo¨glich
ist, damit die eingewanderten Zellen von Anfang an die physikalischen Stimuli erfah-
ren, die sie zu einer Differenzierung zu Chondrozyten veranlasst. Zum anderen darf die
Elastizita¨t nicht zu gering sein, da es sonst durch das Implantat zu unphysiologischen
Druckspitzen kommen kann, die ihrerseits das umliegende Gewebe scha¨digen und somit
die Reparatur beeintra¨chtigen ko¨nnen.
Weiterhin darf das Implantat aber auch keine Entzu¨ndungsreaktion im Gelenk auslo¨-
sen oder die Ausbildung der fu¨r hyalinen Knorpel typischen arkadenfo¨rmigen Faserarchi-
tektur behindern. Wa¨hrend eine Vielzahl unterschiedlichster Werkstoffe - angefangen bei
Titanlegierungen u¨ber verschiedene Kunststoffe und Korallenteile bis hin zu Kollagenen
- das Kriterium der Biokompatibilita¨t ausweisen, ist die Erfu¨llung des zweiten Punktes
schwieriger zu erreichen. Da die Kollagenfasern erst im Laufe der Reparatur gebildet
werden und daru¨ber hinaus auch sehr dicht gepackt sind, muss das Implantatmateri-
al nach Abschluss der Heilung wieder entfernt werden. Ein weiterer Punkt, der fu¨r die
Entfernung das Implantatmaterials spricht, besteht in der mo¨glichen Fo¨rderung einer
Arthrose durch den im Gelenk befindlichen Fremdko¨rper. Da aber das Regeneratgewebe
in das Implantat eingewachsen ist, und eine Entfernung somit das neu entstandene Ge-
webe zersto¨ren wu¨rde, bleibt die Verwendung resorbierbarer Werkstoffe einzig mo¨glicher
Ausweg.
Auf Grund der unterschiedlichen Anforderungen, die an die Knorpel- und die Knochen-
ersatzschicht gestellt werden, ist ein zweischichtiger Aufbau des Implantates sinnvoll.
Die Knorpelersatzschicht dient wegen der insgesamt nur geringen Dicke hauptsa¨chlich
als Platzhalter fu¨r das entstehende Regenerat. Das Elastizita¨tsmodul (E-Modul) sollte
unter dem des gesunden Knorpels liegen. Hier wurde ein Vlies aus einem Gemisch von
Polyglactin und Polydioxanon (Ethisorb 201, Fa. Ethicon, Norderstedt, Deutschland).
Dieses Material wird innerhalb von sechs bis zwo¨lf Wochen hydrolytisch ohne wesent-
liche Gewebsirritationen abgebaut. [41] Die von der Knochenersatzschicht geforderten
55
Eigenschaften unterscheiden sich hiervon. Da die Entwicklung von Knochengewebe einen
la¨ngeren Zeitraum beansprucht, ist auch die Unterstu¨tzung durch des Implantat u¨ber
einen la¨ngeren Zeitraum notwendig. Weiterhin muss der Werkstoff u¨ber eine ausreichen-
de Festigkeit verfu¨gen und reaktionsarm abgebaut werden ko¨nnen. Die Wahl fiel auf
Polylactid als Werkstoff. Polylactid ist ein Polymer aus Milchsa¨ureestern, das hydroly-
tisch in einzelne Milchsa¨uremoleku¨le aufgespalten wird. Milchsa¨ure selbst entsteht im
Rahmen der Glykolyse im sa¨mtlichen Zellen des Ko¨rpers und kann vom Ko¨rper wei-
terverarbeitet werden. Weiterhin ist es mo¨glich, die mechanischen Eigenschaften sowie
die Abbaugeschwindigkeit durch die Zugabe weiterer Substanzen zu beeinflussen. [42]
Auf eine solche Modifikation wird hier jedoch verzichtet. Das E-Modul der verwendeten
Knochenersatzschicht liegt leicht unter dem des umliegenden Knochens. Hierdurch wird
auf das eingewachsene Gewebe ein Reiz ausgeu¨bt, sich zu Knochengewebe zu differenzie-
ren. Die Resorptionszeit des verwendeten Materials spielt hier keine Rolle, da so lange
Knochengewebe gebildet wird, bis die gleiche Festigkeit wie im angrenzenden Knochen
erreicht ist. Bei einem Abbau des Implantats wird daher zusa¨tzlich Knochen gebildet, bis
wieder ein Gleichgewicht erreicht ist. Weiterhin wird Polylactid eine osteogene Potenz
zugesprochen [18], was ebenfalls fu¨r eine Verwendung als Knochenersatzschicht spricht.
Zur Herstellung der Implantate wurde aus Poly-D,L-Lactid mit Hilfe des Multiphase-
jet-solidification-Verfahrens ein Wu¨rfel hergestellt; eine Herstellung in Zylinderform ist
mit diesem Verfahren bisher nicht mo¨glich. Aus diesen Wu¨rfeln wurde anschließend der
Zylinder herausgearbeitet, der als Knochenersatzschicht fungiert. Bei dem Heraustren-
nen mit Hilfe spanender Verfahren kam es jedoch temperaturbedingt zu einer plastischen
Verformung des Materials, was zu einer deutlichen Reduzierung der Offenporigkeit des
Implantates fu¨hrte. Der Versuch, dieses Anschmelzen durch eine Ku¨hlung mit Druckluft
zu verhindern scheiterte jedoch. Ein Versuch mit einer Wasserku¨hlung die Verformung
zu verhindern wurde wegen der hierbei zu erwartenden Degradation des Resomers nicht
durchgefu¨hrt. Bei der anschließenden Plasmasterilisation kam es bei Temperaturen um
45 zu einer weiteren Verformung des Implantates, wodurch sich die Geometrie und auch
die Offenporigkeit vera¨nderten. Gerade die Offenporigkeit ist jedoch fu¨r die Funktion des
Implantates entscheidend, erlaubt sie doch ein Einwandern mesenchymaler Stammzellen
aus dem Knochenmark in den Defekt. Bei einem Versuch mit a¨hnlich gestalteten Im-
plantaten am Kaninchen konnten beispielsweise einzelne hyalinartige Knorpelinseln in
der Knorpelersatzschicht bei gleichzeitigem Einwachsen von Knochen in die Knochen-
ersatzschicht beobachtet werden. Bei einem Teil der Implantate wurde bei ansonsten
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unvera¨ndertem Aufbau eine geschlossene Trennschicht zwischen die Knorpel- und die
Knochenersatzschicht eingebracht. In diesen Fa¨llen zeigte sich zwar weiterhin eine gute
kno¨cherne Durchbauung der Knochenersatzschicht, eine Regeneration des Knorpels blieb
jedoch vollsta¨ndig aus. [32] Diese Beobachtung wird durch andere Arbeiten besta¨tigt. [37]
4.2. Das Tiermodell
Die Versuche der vorliegenden Studie wurden an weiblichen Merinoschafen mit einem
Altern von mindestens anderthalb Jahren durchgefu¨hrt. Zu diesem Zeitpunkt gelten die
Tiere bereits als ausgewachsen. Diese Beschra¨nkung war notwendig, da das Regenera-
tionspotential von nicht ausgewachsenen Tieren als ho¨her angesehen wird als das von
adulten Tieren.
Das noch in den Vorversuchen [32] verwendete Kaninchenmodell wurde hierzu ver-
lassen. Fu¨r diesen Wechsel sprechen verschiedene Gru¨nde. Der erste Grund liegt in der
Dicke des gesunden Gelenkknorpels. Im Bereich des hier untersuchten Kniegelenks weist
das Kaninchen eine Knorpeldicke im Bereich von 500µm auf. Beim Schaf findet sich an
dieser Stelle eine Dicke von circa einem Millimeter. Auch wenn das immer noch einen
deutlicher Unterschied im Vergleich zu den durchschnittlich drei Millimetern beim Men-
schen darstellt, ist dies eine Anna¨herung an die Verha¨ltnisse beim Menschen. Aus der
Knorpeldicke folgt ein wichtiger operationstechnischer Punkt. Hierbei handelt es sich um
die fu¨r den Erfolg der Operation erforderliche schichtgenaue Platzierung des Bioimplan-
tates. So ist es bei der deutlich geringeren Knorpeldicke des Kaninchens extrem schwierig,
das Implantat so einzusetzen, dass sich ein glatter U¨bergang zum angrenzenden Knorpel
ergibt, wa¨hrend ein solcher U¨bergang auf Grund der ho¨heren Dicke des Knorpels beim
Schaf deutlich einfacher herzustellen ist. Der entscheidende Grund fu¨r den Wechsel des
Tiermodells liegt jedoch in der Art und Weise, in welcher der Gelenkknorpel auf erlitte-
ne Verletzungen reagiert. So konnte gezeigt werden, dass der Gelenkknorpel des Kanin-
chens zu erstaunlichen Regenerationsleistungen in der Lage ist, so lange der subchondrale
Knochen nicht verletzt wurde. [34] Hierin unterscheidet er sich stark von menschlichem
Knorpel, der rein chondrale Defekte nur schlecht toleriert. Gleichzeitig reagiert der Ge-
lenkknorpel des Kaninchens sehr empfindlich auf eine Ero¨ffnung des Markraumes; hier
kommt es lediglich zu einem unbefriedigenden Regenerationsversuch des Knorpels. Eine
Ero¨ffnung des Markraumes fu¨hrt jedoch beim Menschen zu einer deutlichen Verbesse-
rung des Ergebnisses. Vergleichende tierexperimentelle Studien konnten belegen, dass
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der hyaline Knorpel des Schafes in diesem Punkt ein mit dem Menschen vergleichbares
Verhalten an den Tag legt. [34]
Im Bereich der Knorpelforschung findet eine weite Spanne verschiedener Tieremo-
delle Verwendung, was die Vergleichbarkeit der Ergebnisse der einzelnen Gruppen lei-
der beeintra¨chtigt. So finden sich beispielsweise Untersuchungen an Kaninchen [17, 39],
Hunden [7], Schweinen [28], Ziegen [35] oder auch Pferden [12]. Wa¨hrend das Regene-
rationsverhalten von Kaninchen, Ziegen und Schafen im Vergleich zum Menschen gut
dokumentiert ist, ist dies bei den anderen genannten Modellen nicht der Fall. Ein weite-
rer Grund, der gegen die Verwendung von Hunden oder Pferden spricht, liegt im Versuch
selbst begru¨ndet. So ist der Aufwand fu¨r die Operation eines Pferdes um ein Vielfaches
ho¨her als beim Schaf; auch wenn man beim Pferd sicher eine mit dem Menschen durchaus
vergleichbare Knorpeldicke finden sollte. Gegen das Hundemodell spricht das Verhalten
der Tiere nach einer erlittenen Verletzung. So schonen Hunde eine verletzte Extremita¨t
unabha¨ngig von der aktuellen Schmerzsituation, wa¨hrend Schafe das operierte Bein un-
ter ausreichender Analgesie sofort voll belasten. Da in dem hier untersuchten Fall je-
doch die sofortige postoperative Belastung nicht nur erlaubt, sondern sogar erforderlich
war, konnte dieses Modell hier ebenfalls keine Anwendung finden. Die grundsa¨tzliche
Problematik der Verwendung des Kaninchens als Modell fu¨r die Reperaturleistung des
menschlichen Gelenkknorpels wurde oben bereits dargestellt.
Die angefu¨hrten Probleme fu¨hrten schließlich zu einem Wechsel des Tiermodells vom
Kaninchen hin zu dem besser geeigneten Schaf.
4.3. Das Auswertungsschema
Ein grundsa¨tzliches Problem bei der Beurteilung einer Gewebsregeneration im Bereich
des Knorpels liegt in der Reproduzierbarkeit der Bewertung. Hier bietet sich daher die
Verwendung von Auswertungsschemata - sogenannten ”Scores” - an, die fu¨r definierte
Kriterien eine bestimmte Punktzahl vergeben und somit einen unmittelbaren Vergleich
verschiedener untersuchter Schnitte ermo¨glichen und die auch fu¨r eine gewisse Kon-
stanz der Ergebnisse bei verschiedenen Bewertern sorgen. Ein Nachteil der Verwendung
semiquantitativer Scores besteht in der Ungenauigkeit, die entsteht, wenn biologische
Zusta¨nde durch ein starres System beschrieben werden. Die meist eng begrenzte An-
zahl mo¨glicher Abstufungen fu¨hrt zu einer Unscha¨rfe in der Bewertung, da Fa¨lle, die ein
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bestimmtes Kriterium gerade noch erfu¨llen, nicht mehr von Befunden unterschieden wer-
den ko¨nnen, die die na¨chstbessere Bewertung lediglich knapp nicht mehr erreicht haben.
Diesen Schwierigkeiten zum Trotz hat sich die Verwendung solcher definierter Katalo-
ge zur Beurteilung verschiedener biologischer Sachverhalte in der Medizin und auch in
der Forschung durchgesetzt. In der aktuellen Literatur finden sich daher zahlreiche Aus-
wertungsschemata zur Beurteilung der Knorpelregeneration bei Menschen und Tieren.
Erstere stu¨tzen sich in ihrer Beurteilung zum gro¨ßten Teil auf makroskopische Beurtei-
lungen des Knorpels hinsichtlich Farbe und Oberfla¨chenstruktur sowie ha¨ufig ungenaue
mechanische Untersuchungen und nur in seltensten Fa¨llen auf erga¨nzende Histologi-
en, wa¨hrend letztere u¨berwiegend auf mikroskopische Untersuchungen an entnommenen
Gelenken basieren. So existiert beispielsweise das Beurteilungsschema von Pineda [40].
Dieses Schema untersucht vier verschiedene Kriterien um eine Aussage u¨ber die Gu¨te
des Regeneratgewebes zu erhalten. Das erste Kriterium besteht in dem Ausmaß der Re-
generation, wobei eine Gewebsbildung u¨ber die urspru¨ngliche Kondylenkontur negativ
bewertet wird. Weitere Punkte stellen die Wiederherstellung der osteochondralen Gren-
ze, die Anfa¨rbbarkeit der Knorpelmatrix mit Safranin-O sowie die Morphologie der Zellen
im Regenerat dar. Von diesem Score abgeleitet ist das Schema nach Wakitani [54], der
anstatt der osteochondralen Grenze den Grad der Integration des Regenerats mit dem
umliegenden Knorpel bewertet und auf diesem Weg zu etwas abweichenden Ergebnissen
fu¨hrt. Dieser Score wird beispielsweise von Perka verwendet. [39] Umfassender ist der
auch hier verwendete Score nach O’Driscoll [36], der ein breiteres Spektrum verschiedener
Kriterien u¨berpru¨ft. So beru¨cksichtigt dieser Score neben den rein morphologischen Kri-
terien des Regeneratgewebes auch Zeichen der Degeneration im defektfu¨llenden Gewebe
und im angrenzenden, prima¨r nicht gescha¨digten Knorpel. Der Score nach O’Driscoll
beru¨cksichtigt allerdings eine u¨berschiessende Defektfu¨llung nicht. Eine neuere Abwand-
lung dieses Scores ist diejenige, die von Niederauer zur Beurteilung der Knorpelreparatur
benutzt wird. [35] Im Gegensatz zu dem urspru¨nglichen Verfahren werden hier auch Ge-
webserscheinungen wie eine Hyperzellularita¨t gewertet, die im urspru¨nglichen Score nicht
beschrieben sind. Ein Punkt ist jedoch allen genannten Beurteilungshilfen gemeinsam:
es ist in keiner Quelle festgelegt, an welcher Stelle die Beurteilung vorgenommen wer-
den soll. Abha¨ngig davon, ob der Erfolg der Reparaturbemu¨hungen des Organismus am
Rand oder im Zentrum des gesetzten Defektes gewertet wird, ko¨nnen sich vo¨llig unter-
schiedliche Ergebnisse ergeben. So findet sich am Defektrand oft ein besseres Ergebnis
als in den zentralen Defektanteilen.
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In dieser Arbeit fiel die Wahl auf den Score nach O’Driscoll. Fu¨r diese Entschei-
dung sprechen verschiedene Punkte. Zuna¨chst bietet die Gruppierung der verschiedenen
Kriterien die Mo¨glichkeit, auch Aussagen u¨ber Teilaspekte der Regeneration zu treffen.
Weiterhin trifft dieser Score auch eine Aussage u¨ber den Zustand des angrenzenden Knor-
pels, was die anderen oben angefu¨hrten Schemata nicht bieten. Schließlich besteht durch
die große Anzahl an Kriterien innerhalb des Scores eine gewisse Wiederstandsfa¨higkeit
des Ergebnisses gegenu¨ber einem Wechsel der Auswerter; insbesondere bei Auswertern,
die mit dem Schema keine große Erfahrung haben. [33]
Obwohl der Score nach O’Driscoll eine umfangreiche Beurteilung des Regenerats er-
laubt, wurde der Versuch gemacht, diesen Score durch weitere Bewertungskriterien zu
erweitern, um so eine bessere Trennscha¨rfe zwischen einem guten und einem schlech-
ten Regenerat zu erreichen. Diese Kriterien umfassen die wesentlichen strukturellen Be-
standteile des Knorpels wie Kollagen I, Kollagen II und Aggrecan. So ist Kollagen I ein
wesentlicher Bestandteil von Faserknorpel, findet sich jedoch auch in degenerierendem
hyalinem Knorpel. Seine Anwesenheit ist also ungu¨nstig zu bewerten, wa¨hrend seine
Abwesenheit auf eine weitgehend physiologische Synthese der extrazellula¨ren Matrix
hinweist. Kollagen II hingegen ist nahezu ausschließlich in hyalinem Knorpel zu finden,
seine Anwesenheit signalisiert also ein Gewebe, welches dem normalen Gelenkknorpel
sehr nahe steht. Aggrecan hingegen ist ein großes Bindemoleku¨l, das generell in Knor-
pel vorkommt und somit ein wichtiges immunhistologisches Unterscheidungsmerkmal
zwischen knorpeligem Gewebe und gewo¨hnlichem Bindegewebe bietet. Ein weiterer Zu-
satzpunkt stellt die Anwesenheit von Blutgefa¨ßen in der auf Knorpelebene neugebildeten
Gewebsschicht dar. Da gesunder Gelenkknorpel in keinem Fall Gefa¨ße entha¨lt, muss ih-
re Anwesenheit als Zeichen fu¨r pathologische, in der Regel resorptive Vorga¨nge gelten.
Auf der anderen Seite finden sich in Granulationsgewebe zahlreiche neugebildete Gefa¨ße,
in deren Umgebung es zu einem Bindegewebsproliferation kommt. Die Anwesenheit von
Blutgefa¨ßen ist also ein Indikator fu¨r unerwu¨nschtes Granulations- beziehungsweise Pan-
nusgewebe und resorptive Vorga¨nge im Bereich des Gelenkknorpels und muss auch als
solches Eingang in die Bewertung des Regenerats finden. Als letztes Kriterium wurde das
metachromatische Verhalten des Neoknorpels bei Fa¨rbung mit Toluidinblau eingefu¨hrt.
Dieses Verhalten ist, wie das Fa¨rbeverhalten bei Safranin-O, abha¨ngig von der Menge
saurer GAG im gefa¨rbten Gewebe. Doch wa¨hrend der Farbumschlag bei Safranin-O sich
u¨ber eine breitere Spanne vollzieht, findet der Umschlag bei Toluidinblau sehr abrupt
statt. Durch die Untersuchung der metachromatischen Farbreaktion bei Toluidinblau
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la¨sst sich daher eine scha¨rfere Trennung zwischen Geweben mit einem hohen Anteil an
sauren GAG und solchen mit einem lediglich mittleren Anteil erreichen.
4.4. Das Defektmodell
In dieser Arbeit wurden osteochondrale Defekte mit einem Durchmesser von acht und
einer Tiefe von zehn Millimetern untersucht. Durch zwei Defekte dieser Gro¨ße wird ein
wesentlicher Teil der Kondyle zersto¨rt, wobei wa¨hrend der Operation darauf geachtet
wurde, dass um die gesetzten Defekte stets eine Knorpelzone erhalten blieb. Mit dieser
Defektgro¨ße wurde bewusst der obere Rand der vergleichbaren Untersuchungen anderer
Arbeitsgruppen gewa¨hlt (3 mm [35], 4 mm [7], 8 mm [28], 9 mm [12]). Der große De-
fektradius wurde auch gewa¨hlt, da es Untersuchungen gibt, die kleineren Defekten eine
deutlich bessere Heilungstendenz zuschreiben. [12]
4.5. Die Ergebnisse
Die Verwendung der Bioimplantate fu¨hrte zu einer statistisch signifikanten Erho¨hung
der Deckung mit knorpelartigem Gewebe von 59% gegenu¨ber den Leerlochkontrollen mit
23%. Weiterhin zeigte sich eine tendenzielle, wenn auch nicht signifikante Verbesserung
im modifizierten Score nach O’Driscoll von 10,2 auf 15,8 Punkten durch den Einsatz
der Bioimplantate. Bei der alleinigen Verwendung des Originalscores nach O’Driscoll
zeigte sich jedoch ein statistisch signifikanter Unterschied (6 gegenu¨ber 11 Punkten). Es
erscheint also mo¨glich, dass der Score durch die vorgeschlagene Erweiterung noch ge-
nauere Aussagen bezu¨glich der Qualita¨t des Regenerates machen kann. Es muss jedoch
nochmals darauf hingewiesen werden, dass fu¨r den Score immer das schlechteste Gewebe
in einem zentral im Defekt gelegenen Schnitt beurteilt wurde. Da in den verschiedenen
Arbeiten anderer Gruppen hierzu keine genaue Aussage zu finden ist, ist ein direkter Ver-
gleich der Ergebnisse nicht ohne weiteres mo¨glich. Auch O’Driscoll macht keine na¨heren
Angaben, wo die Bewertung mit seinem Score durchzufu¨hren ist. Den von ihm entwi-
ckelten Score stellte er erstmals in einer Arbeit u¨ber die Wirkung von ”continous passive
motion” (CPM) im Vergleich zu aktiver Bewegung beziehungsweise Immobilisation auf
die Regeneration osteochondraler Defekte vor. Im Rahmen der Untersuchung wurden
Defekte mit einem Durchmesser von fu¨nf Millimetern im Bereich des patellaren Gleit-
lagers von Kaninchen gesetzt, die anschließend mit einem Periosttransplantat versorgt
wurden. [36] Zwar beschreibt der Autor, dass der Score anhand von zehn bis zwanzig
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histologischen Schnitten pro gesetztem Defekt gebildet wurde, er gibt jedoch nicht an,
welcher Gewebeanteil des als inhomogen beschriebenen Regenerates beurteilt wurde.
Die in dieser Untersuchung erzielten Anteile an Knorpelgewebe lagen je nach Methode
zwischen 45% und 77% bei einer Spannweite von 19 bis 11,2 Punkten im dort vorge-
stellten Score. Die erzielten prozentualen Deckungen mit Knorpelgewebe liegen also im
Bereich der hier am Schaf durchgefu¨hrten Untersuchungen, wa¨hrend die erzielten Sco-
rewerte ho¨her sind. Leider wurde von O’Driscoll keine Leerlochkontrolle durchgefu¨hrt,
was die Vergleichbarkeit mit anderen Studien vereinfacht ha¨tte. Man muss jedoch die
bessere Knorpelheilung beim Kaninchen im Vergleich zum Schaf bei der Betrachtung
der verschiedenen Ergebnisse mit beru¨cksichtigen; bessere Ergebnisse beim Kaninchen
sind also auf Grund des Tiermodells zu erwarten.
Einen Therapieansatz, der mit dem hier vorgestellten vergleichbarer ist, verfolgte auch
Niederauer. [35] In ihrer Untersuchung fu¨hrten sie einen Vergleich verschiedener resor-
bierbarer Implantate durch. Die verwendeten Implantate bestanden aus einer Mischung
aus Polylactid und Polyglycolsa¨ure, der fu¨r die Knochenersatzschicht entweder 50% Cal-
ciumsulfat oder 20% Bioglas oder 20% zerkleinerte Polyglycolsa¨urefasern zugefu¨gt wur-
den. Die Knorpelersatzschicht bestand aus Polylactid und Polyglycolsa¨ure sowie 10%
Polyglycolsa¨urefasern. Die so entstandenen Implantate wurden in ku¨nstlich angelegte
Defekte im Bereich der patellaren Gleitrinne oder des medialen Kondylus mit einem
Durchmesser von 2,8 Millimetern und einer Tiefe von vier Millimetern in ”press-fit”-
Technik eingebracht. Bei der Ha¨lfte der Implantate erfolgte zuvor eine Beladung mit
autologen Chondrozyten. Die Vollbelastung wurde unmittelbar postoperativ zugelassen;
die Gelenke wurden nach sechzehn Wochen entnommen und unmittelbar nach der Ent-
nahme durch Eindru¨cken mittels eines Handmessgera¨tes auf die Elastizita¨t des Knorpels
hin getestet. Die histologische Auswertung erfolgte u¨ber einen semiquantitativen Sco-
re, der dem Score nach O’Driscoll vergleichbar ist; der maximal erreichbare Punktwert
liegt bei 25. Im Unterschied zu diesem wird allerdings der subchondrale Knochen mit
bewertet. Makroskopisch erschienen die Defekte nahezu vollsta¨ndig mit Regeneratgewe-
be gefu¨llt, mikroskopisch lassen sich jedoch in zahlreichen Pra¨paraten zentral gelegene
Fissuren nachweisen. Die mechanische Testung ergab eine geringe, wenn auch nicht si-
gnifikante, Reduzierung der Steifigkeit des Regeneratknorpels. Ein Unterschied zwischen
den einzelnen Implantaten oder eine Auswirkung einer vorherigen Zellbeladung konn-
te nicht festgestellt werden. Die histologische Auswertung ergab je nach Implantattyp
einen Mittelwert von 15,3 bis 16 im Bereich der Kondylen. Die erzielten Ergebnisse
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zeigen im Vergleich zu den hier beschriebenen zuna¨chst eine bessere Reparatur der ge-
setzten Defekte. Bei einem prinzipiell vergleichbaren Tiermodell fa¨llt jedoch auf, dass
die Defektgro¨sse deutlich geringer ist. Wa¨hrend in dieser Arbeit am Schaf Defekte mit
einem Durchmesser von acht Millimetern gesetzt wurden, betrug der Defektdurchmes-
ser bei den Versuchen von Niederauer lediglich drei Millimeter. Bei dem relativ geringen
Durchmesser der Defekte wa¨re der Spontanverlauf besonders interessant zur Beurteilung
des Reparaturerfolges. Bedauerlicherweise hat Niederauer lediglich die verschiedenen Im-
plantate miteinander verglichen und daher auf die Durchfu¨hrung einer Leerlochkontrolle
verzichtet. Ein wesentlicher Unterschied liegt jedoch in den Schlussfolgerungen beider
Arbeitsgruppen. Niederauer geht davon aus, dass das Ausbleiben einer Einblutung aus
dem Markraum wesentlich zu einer Verbesserung des Regeneratgewebes beigetragen hat.
Dem entgegen stehen Erfahrungen aus der klinischen Therapie der Knorpella¨sionen, die
eine operative Ero¨ffnung des Markraums mit zumindest punktueller Einblutung in den
Defekt fu¨r die Verbesserung der Heilung notwendig erachten. Einig sind sich beide Grup-
pen allerdings in ihrer Einscha¨tzung, dass resorbierbare Implantate eine gu¨nstige Wir-
kung auf die Reparaturfa¨higkeit osteochondraler Defekte ausu¨ben.
Zusammenfassend kann festgestellt werden, dass die hier untersuchte Methode zur
Behandlung osteochondraler Defekte zu einer signifikanten Verbesserung der Repara-
tur im Vergleich zu dem Spontanverlauf fu¨hrt. Dennoch fand sich in keinem Fall eine
vollsta¨ndige Deckung des Defektes, es blieben stets Restdefekte im Zentrum des gesetz-
ten Schadens zuru¨ck. Hierfu¨r gibt es verschiedene mo¨gliche Ursachen. So erscheint es
durchaus plausibel, dass die Anpassung des Implantates an die urspru¨ngliche Gelenks-
kontur nicht optimal war, was eine zu hohe oder zu geringe Druckbelastung im Zentrum
des Defektes zu Folge hatte. Eine falsche Belastung ko¨nnte zu einer Degeneration eines
entstandenen Knorpels gefu¨hrt haben beziehungsweise die Ausbildung eines Regenerat-
knorpels verhindert haben. Mo¨glicherweise lag das Problem auch in einer mangelhaften
Versorgung des Defektzentrums mit Na¨hrstoffen. So fanden sich in den in MMA einge-
betteten Schnitten lediglich geringe Mengen an Knochen in der Knochenersatzschicht
des Bioimplantates. Der Grund hierfu¨r ist am ehesten in den bereits angesprochenen
Schwierigkeiten bei der Herstellung der Implantate zu suchen, die zu einem weitgehen-
den Verlust der Offenporigkeit gefu¨hrt haben. Andererseits fu¨hrte die Anwesenheit der
Implantate zu einer guten Abstu¨tzung des angrenzenden Knochens. Wie die Fluores-
zenzaufnahmen zeigten, fand bei den Leerlo¨chern eine heftige Knochenneubildung im
unmittelbar angrenzenden Knochen statt, wa¨hrend nach Implantation eines Implanta-
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tes lediglich ein gering erho¨hter Umsatz festzustellen war. Dies ist ein Hinweis darauf,
dass das Bioimplantat u¨ber eine ausreichende mechanische Stabilita¨t verfu¨gte, um den
Kondylus ausreichend zu stabilisieren. Da weiterhin ein partielles Einwachsen von Kno-
chengewebe in den Defekt nachgewiesen werden konnte, ist es mo¨glich, dass im Laufe
der Zeit noch eine vollsta¨ndige kno¨cherne Durchbauung stattgefunden ha¨tte.
4.6. Ein Ausblick
Vergleicht man die verschiedenen Arbeiten, so fa¨llt auf, dass mit den verschiedensten
Arten von resorbierbaren Implantaten eine Verbesserung gegenu¨ber dem Spontanver-
lauf osteochondraler Defekte erzielt werden konnte. Diese Vielfalt zeigt aber auch, dass
die optimale Kombination aus Implantatmaterial, Defektlokalisation und eventuellen
weiteren Zusa¨tzen wie Wachstumsfaktoren oder Chondrozyten bislang noch nicht ge-
funden wurde. Der wesentliche Vorteil einer Technik ohne die Verwendung zusa¨tzlichen
allo- oder autogenen Materials gegenu¨ber den bisher gebra¨uchlichen Methoden wie der
autologen Chondrozytentransplantation oder Verwendung freier osteochondraler Trans-
plantate besteht in der Vermeidung eines weiteren Defektes in einem gesunden Areal des
betroffenen Gelenkes. Gleichwohl ist die Verwendung solcher resorbierbarer Implantate
im Augenblick noch keine ernsthafte Alternative zu den etablierten Methoden.
Die hier vorgestellten Ergebnisse haben haben gezeigt, dass mit den beschriebenen
Bioimplantaten eine Verbesserung der Defektheilung erzielt werden kann. Gleichwohl
besteht Optimierungsbedarf im Bereich der Implantate und der damit verbundenen
Techniken. Ein wichtiger Punkt scheint hier die Porigkeit der Knochenersatzschicht zu
sein. Wie in Kapitel 4.1 diskutiert kam es verarbeitungsbedingt zu einer plastischen
Verformung des Materials mit der Folge, dass die Offenporigkeit stark reduziert und
in Teilen sogar aufgehoben war. Hier sollte versucht werden, ob es durch die Verwen-
dung anderer Zuschnitttechniken wie der Hochdruckwasserstrahltechnik mo¨glich ist, die
Porigkeit der Bioimplantate besser zu erhalten, als dies hier der Fall war. Ein weite-
rer Ansatzpunkt wa¨re das Sterilisationsverfahren, das ebenfalls zu einer Verformung
der Implantate gefu¨hrt hat. Durch die so gegebene verbesserte Porigkeit der Knochen-
ersatzschicht ließe sich eventuell ein besseres Einwachsen von Knochengewebe in das
Implantat erreichen, was mo¨glicherweise auch zu einer besseren Erna¨hrung des neu ge-
bildeten Knorpels fu¨hren ko¨nnte. Ebenfalls sollte u¨berpru¨ft werden, ob es mo¨glich ist,
durch Aussparungen im Bereich der Knochenersatzschicht eine bessere Versorgung des
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Knorpelregenerates mit Na¨hrstoffen zu erreichen. Eine weitere Mo¨glichkeit, die Bildung
von Knochen zu verbessern liegt in der mo¨glichen Zugabe von Wachstumsfaktoren wie
”Bone Morphogenetic Protein-2” (BMP-2). Es existieren bereits Untersuchungen fu¨r
die Freisetzung von eingebettetem BMP-2 aus vergleichbaren Implantaten. Hierbei zeigt
sich eine hochsignifikante Erho¨hung der Knochenneubildung in den mit BMP-2 bela-
denen Implantaten gegenu¨ber den unbehandelten Kontrollen. [55] Auch im Bereich der
Knorpelersatzschicht bestehen Mo¨glichkeiten, wie die Regeneration verbessert werden
ko¨nnte. Ein Punkte ist hier sicherlich die Erho¨hung der Beladung des Implantates mit
mesenchymalen Stammzellen. Ein mo¨glicher Ansatz liegt hier im Aufbringen einer se-
mipermeablen Membran, die das Implantat zum Gelenk hin abschließt und so ein Ab-
schwimmen eingewanderter Zellen verhindert, gleichzeitig jedoch eine Erna¨hrung durch
Diffusion aus dem Gelenkspalt zula¨sst. Auch kann der Versuch unternommen werden,
durch die intraoperative Aspiration Stammzellen in das Implantat hinein zu ziehen und
so eine bessere Regeneration zu erreichen. Ebenso ist es mo¨glich, die Entwicklung der
eingewanderten Zellen mit Hilfe von Wachstumsfaktoren zu beeinflussen und so Einfluss
auf die Zusammensetzung der extrazellula¨ren Matrix zu nehmen. So konnte in Kulturen
von Rinderchondrozyten durch die Zugabe von 100 Nanogramm BMP-2 pro Milliliter
Kulturmedium eine Zunahme sowohl des Gesamtgewicht um 121% und des prozentualen
Anteils von sauren GAGn um 27% erzielt werden. [57] Die ebenfalls untersuchten BMP-
12 und BMP-13 fu¨hrten zu einer geringeren Zunahme. Eine Zugabe von ”Transforming
Growth Factor-β” (TGF-β) zu Zellkulturen fu¨hrte umgekehrt zu einer Erho¨hung des
prozentualen Anteils von Kollagen im Vergleich zu den GAG. [4]
Weiterhin muss untersucht werden, ob das erzielte Regenerat haltbar ist, oder ob es
im Laufe der Zeit zu einer Degeneration kommt, wie es von verschiedenen Autoren be-
schrieben wird. [12, 17]
Sollte es tatsa¨chlich mo¨glich sein, mit Hilfe einer Weiterentwicklung der hier vorgestell-
ten Bioimplantate eine vollsta¨ndige und haltbare Knorpelregeneration herbeizufu¨hren,
ergeben sich unter Umsta¨nden auch vo¨llig neue Ansa¨tze im Bereich der Arthrosethera-
pie. So ist es mit des ”Multiphase-jet-solidification-Verfahrens” mo¨glich, auch komplexe
Strukturen wie beispielsweise ein vollsta¨ndiges Hu¨ftgelenk als Bioimplantat zu konstru-
ieren, was zu einer vollsta¨ndigen Regeneration des gescha¨digten Gelenkes fu¨hren ko¨nnte.
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5. Zusammenfassung
Gelenkknorpel verfu¨gt nicht u¨ber ein relevantes Selbstheilungsvermo¨gen. Daher schreiten
isolierte Knorpelscha¨den in aller Regel zur Gelenksarthrose fort. Auf Grund der damit
verbundenen gravierenden Probleme fu¨r den Einzelnen und die Gesellschaft stellt die
erfolgreiche Behandlung von Knorpelscha¨den eine ebenso wichtige wie auch schwierige
Aufgabe fu¨r die heutige Medizin dar. Im Laufe der Zeit wurden zahlreiche Verfahren
wie die Mikrofrakturierung, die Perichondrium- oder die Chondrozytentransplantation
entwickelt. Allen diesen Methoden ist jedoch eines gemein: es entsteht meist nur eine
bindegewebige Narbe oder im gu¨nstigsten Falle ein Regenerat aus Faserknorpel. Dieses
Regenerat ist den Belastungen im Gelenk nicht auf Dauer gewachsen und beginnt daher
zu degenerieren. Die Folge ist eine Vergro¨ßerung des Defektes und somit ein Fortschrei-
ten der Arthrose.
Es bestehen jedoch theoretische U¨berlegungen, wie auch entsprechende Beobachtun-
gen in der Praxis, wonach mesenchymale Stammzellen durch intermittierende Druckbe-
lastungen zu Chondrozyten differenzieren ko¨nnen. Hieraus entstand die Idee, mit Hilfe
von resorbierbaren Implantaten Stammzellen in Knorpeldefekten zu verankern und sie
dort durch mechanische Belastung zu Chondrozyten zu differenzieren um so ein hya-
linartiges Regenerat zu erzielen. Zu diesem Zweck wurden Implantate mit einer Knor-
pelersatzschicht aus Polyglactin und Polydioxanon und einer offenporigen Knochener-
satzschicht aus Poly-D,L-Lactid hergestellt. Diese ”Bioimplantate” wurden in eigens
angelegte osteochondrale Defekte mit einem Durchmesser von acht Millimetern und ei-
ner Tiefe von 10 Millimetern im lasttragenden Bereich von Kniegelenken ausgewachsener
Merinoschafe implantiert. Nach einer Standzeit von zwo¨lf Wochen wurden die Gelenke
entnommen und die Ergebnisse mit denen der gleichzeitig durchgefu¨hrten Leerlochkon-
trollen verglichen. Hierfu¨r wurde zuna¨chst die prozentuale Deckung des Defektes mit
Knorpelgewebe bestimmt sowie anschließend eine Auswertung bezu¨glich der Regene-
ratqualita¨t anhand des semiquantitativen Scores nach O’Driscoll durchgefu¨hrt. Dieser
Score wurde um die zusa¨tzlichen Kriterien der Anwesenheit von Kollagen I, Kollagen II,
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Aggrecan, Blutgefa¨ßen im Regenerat sowie der Metachromasie bei der Fa¨rbung mit To-
luidinblau erweitert.
Die Auswertung ergab eine statistisch signifikante Verbesserung der prozentualen De-
fektdeckung von 23% auf 59%. Gleichzeitig verbesserte sich das Ergebnis im Originalsco-
re nach O’Driscoll signifikant von 6 auf 11 Punkte. In der hier verwandten Erweiterung
des Scores nach O’Driscoll ergab sich lediglich eine tendenzielle jedoch nicht signifikante
Verbesserung von 10,2 auf 15,8 Punkte.
Die hier vorgestellten Bioimplantate fu¨hren beim Schaf zu einer signifikanten Verbesse-
rung der Knorpelregeneration im Vergleich zu den Leerlochkontrollen. Auch im Vergleich
mit den Arbeiten anderer Arbeitsgruppen erweisen sich die hier vorgestellten Implantate
als ein vielversprechender Ansatz zur Therapie osteochondraler La¨sionen. Jedoch mu¨ssen
Modifikationen der Bioimplantate zeigen, ob eine homogene hyaline Knorpelregeneration
erreicht werden kann.
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A. Reduzierung und Alkylierung fu¨r
Aggrecanmarkierung
Vorbereiten der Schnitte 24 Stunden vor der geplanten Fa¨rbung
Reduktions-Puffer (250ml):
50 mM Tris (121,1 g/mol) ⇒ 1,51 g und
200 mM NaCl (58,4 g/mol) ⇒ 2,92 g in 200 ml Aqua dest auflo¨sen.
pH-Wert messen und mit Salzsa¨ure (HCl) auf einen pH-wert von 7,35 bringen.
Destilliertes Wasser zufu¨gen, bis das Gesamtvolumen 250ml betra¨gt. Die Lo¨sung kann
fu¨r etwa eine Woche im Ku¨hlschrank aufbewahrt werden.
Arbeitslo¨sung:
10 mM 1,4-Dithiotretiol-Lo¨sung aus 100ml des Reduktionspuffers 1,4-Dithiotretiol an-
setzen.
Die zu fa¨rbenden Objekttra¨ger sofort in ein mit der Arbeitslo¨sung gefu¨lltes Schiffchen
setzen und fu¨r zwei Stunden bei 37 inkubieren.
Alkylierende Lo¨sung (250 ml):
40 mM Iodoacetamid-Lo¨sung (Best.-Nr. I-1149, Fa. Sigma, Mu¨nchen, Deutschland) aus
Iodoacetamid und Phosphat gepufferter physiologischer Kochsalzlo¨sung (phosphate buf-
fered saline, PBS) herstellen.
Stabilisiert die gebrochenen Disulfid-Bru¨cken. Die Schnitte ko¨nnen dadurch u¨ber Nacht
in einer feuchten Kammer im Ku¨hlschrank gelagert werden.
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B. Immunmarkierung (Kollagen I,
Kollagen II, Aggrecan)
1. einzelne Schnitte mit Fettstift einkreisen
2. fu¨nf Minuten in Phosphat-gepufferter physiologischer Kochsalzlo¨sung (phosphate
buffered saline, PBS) mit Tween rehydrieren
3. 30 Minuten in Methanol-Wasserstoffperoxid-Gemisch (100 ml reines Methanol mit
1 ml 30%-iger Wasserstoffperoxid (H2O2)-Lo¨sung mischen) setzen
4. drei mal fu¨nf Minuten in PBS mit Tween waschen
5. Schnitte fu¨r 30 Minuten bei 37 mit Hyaluronidase und Chondroitinase ABC
inkubieren
6. drei mal fu¨nf Minuten in PBS mit Tween waschen
7. Schnitte fu¨r 60 Minuten bei Raumtemperatur mit einer 1 zu 20 Mischung aus
Pferdeserum und PBS inkubieren
8. Schnitte fu¨r 30 Minuten bei Raumtemperatur mit Prima¨rantiko¨per inkubieren
 Kollagen I: Col1 (Sigma), Verdu¨nnung 1:200
 Kollagen II: CIICI, Verdu¨nnung 1:6
 Aggrecan: 1C6, Verdu¨nnung 1:5
 Negativkontrollen: PBS mit Tween
9. drei mal fu¨nf Minuten in PBS mit Tween waschen
10. Schnitte fu¨r 30 Minuten beim Raumtemperatur mit Sekunda¨rantiko¨rper (Vec-
tastain ABC-Kit Elite Anti-Maus (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA),
Verdu¨nnung 1:200) inkubieren
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11. In der Zwischenzeit ABC-Komplex ansetzen:
 1 ml PBS ohne Tween
 20 µl A-Reagenz aus ABC-Kit
 20 µl B-Reagenz aus ABC-Kit
mischen und fu¨r mindestens 30 Minuten bei 4 lagern
12. drei mal fu¨nf Minuten in PBS mit Tween waschen
13. Schnitte fu¨r 30 Minuten bei Raumtemperatur mit dem vorbereiteten ABC-Kom-
plex inkubieren
14. drei mal fu¨nf Minuten in PBS mit Tween waschen
15. Schnitte fu¨r vier Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur mit DAB inkubieren
16. fu¨nf Minuten in Leitungswasser waschen
17. Schnitte fu¨r circa 20 Sekunden in Mayer’s Ha¨malaun fa¨rben
18. Schnitte fu¨r jeweils fu¨nf Minuten durch eine von 60% an aufsteigende Alkoholreihe
fu¨hren
19. Schnitte mit DPX eindecken
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C. Toluidinblau-Fa¨rbung mit
Metachromasie
1. Schnitte kurz in aqua dest abspu¨len
2. drei Minuten in 1%-iges Toluidinblau O einstellen
3. drei Stunden in Leitungswasser einstellen, bis keine Farbschlieren mehr sichtbar
sind. Wasserwechsel alle fu¨nfzehn Minuten
4. Filterpapier aufpressen und sofort mit DPX eindecken
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D. Safranin-O-Fa¨rbung
1. Schnitte kurz in aqua dest abspu¨len
2. sieben Minuten in Weigert’s Eisenha¨matoxylin einstellen
3. zehn Minuten fliessend wa¨ssern
4. drei Minuten in 0,02%-iges FCF (Echtgru¨n, Fa. Chroma, Best.-Nr. IA 304) ein-
stellen
5. fu¨nfzehn Sekunden in Eisessig einstellen
6. in aqua dest abspu¨len
7. 10 Minuten in 0,1%-iges Safranin-O (Fa. Chroma, Best.-Nr. IB 463) einstellen
8. in aqua dest abspu¨len
9. Schnitte kurz in 96%-igem und in zwei Fraktionen 100%-igem Ethanol schwenken
10. Schnitte fu¨r jeweils zwei bis drei Minuten in zwei Fraktionen Xylol eintauchen und
sofort mit DPX eindecken
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E. Modifizierte Ladewig-Fa¨rbung fu¨r
MMA-Schnitte
1. Schnitte kurz zur Entfettung in Aceton/Ethanol 100% im Verha¨ltnis 1:1 ana¨tzen
2. Schnitte fu¨r 10 Minuten in Weigertschem Eisenha¨matoxylin fa¨rben
3. zehn Minuten fliessend wa¨ssern und anschließend in aqua dest umsetzen
4. fu¨nf Minuten in 5%-iger Phosphorwolframsa¨ure einstellen
5. in aqua dest abspu¨len
6. Schnitte fu¨r drei Minuten in filtrierter Ladewiglo¨sung fa¨rben
7. in aqua dest abspu¨len
8. kurz in 96%-igem Ethanol differenzieren
9. Schnitte eventuell fu¨r einige Tage pressen
10. Schnitte in Xylol eintauchen und mit Eukitt eindecken
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